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 RESUMEN 
El tiroides es el encargado de la producción de las hormonas tiroideas. Las células tiroideas 
diferenciadas expresan los factores de transcripción Nkx2-1, FoxE1 y Pax8 que son los responsables de 
la expresión de los genes específicos tiroideos como es el simportador de sodio/iodo (NIS). Los 
tiroicitos son células de crecimiento lento, pero precisan de la hormona tirotropa (TSH) y del IGF1 
para su correcta proliferación. Se ha relacionado a la vía Wnt/βcatenina (βcat) con el crecimiento de los 
tirocitos, debido a que la inhibición de GSK3β lleva a un aumento de su proliferación. Además se ha 
relacionado la activación de la vía Wnt con estadios tardíos de la progresión del cáncer de tiroides. Por 
este motivo decidimos analizar el estado de dicha vía en respuesta a TSH e IGF1, así como su activación 
en células tumorales tiroideas. Hemos demostrado que tanto TSH como IGF1 inducen un aumento de 
los niveles de βcat nuclear, distintivo de la activación de la vía Wnt, aumentando su actividad 
transcripcional. Este efecto fue inducido de dos formas, (i) inhibiendo la actividad de GSK3β y (ii) 
fosforilando la βcat en las S552 y 675. La acumulación nuclear de βcat, inducida por TSH e IGF1, resultó 
en un aumento de la proliferación celular, ya que la inhibición de la actividad de βcat redujo 
marcadamente la expresión de ciclinaD1 y la síntesis de DNA en respuesta estos factores de 
crecimiento. Además, βcat está involucrada en la diferenciación celular tiroidea ya que demostramos 
que regula la expresión de Pax8 en respuesta a TSH. Aún más, βcat interacciona físicamente con Pax8, 
aumentando su actividad transcripcional sobre el promotor de NIS. Se ha descrito la activación 
aberrante de la vía Wnt/βcat como un evento tardío en el proceso de transformación tiroidea, 
afectando a los tumores tiroideos mas desdiferenciados. Sin embargo, recientes publicaciones han 
demostrado la implicación de esta vía en estadios más tempranos de la carcinogénesis tiroidea. En este 
trabajo estudiamos la activación de la vía Wnt en células tumorales en respuesta a mutaciones en RAS 
(H/N/K), BRAF y deleciones en PTEN, alteraciones genéticas involucradas en la iniciación del cáncer de 
tiroides. La expresión del oncogén HRAS en células tiroideas, pero no la de BRAF, indujo la inhibición 
de GSK3β y la acumulación de βcat en el núcleo, aumentando la actividad transcripcional dependiente 
de βcat a través de su fosforilación en la S552. Además observamos un efecto similar en varias células 
tumorales tiroideas humanas que contenían mutaciones en RAS y deleciones en PTEN. De acuerdo con 
los datos obtenidos con el oncogen HRAS, la regulación de estos procesos fue dependiente de la 
actividad de PI3K/Akt, pero no de las MAPK, indicando un papel diferencial de estas vías en la regulación 
de βcat. El silenciamiento de la expresión de βcat en estas células indujo una reducción drástica de la 
proliferación celular, que fue debida a la inducción de senescencia y que se correlacionó con una 
disminución del crecimiento tumoral en ratones inmunodeprimidos. La inhibición de la expresión de 
βcat además, indujo una transición mesénquima-epitelio, disminuyendo la capacidad invasiva de las 
células tumorales. En conjunto esta tesis demuestra que TSH e IGF1 controlan la actividad de βcat a 
distintos niveles resultando en la proliferación y diferenciación de las células tiroideas. Además, 
describimos un mecanismo innovador de estabilización de βcat en células tumorales tiroideas, 
dependiente de la actividad de Akt, pero no de MAPK, confirmando que βcat tiene un papel funcional 
en las células de cáncer de tiroides, controlando la proliferación celular y la transición epitelio-
mesénquima. 
 
 SUMMARY 
The thyroid is responsible for thyroid hormones production. Differentiated thyroid cells express 
the transcription factors NKx2-1, FoxE1 and Pax8 that are responsible for thyroid specific gene 
expression such as the sodium iodide symporter (NIS). The thyrocytes are low proliferating cells that 
required thyrotropin (TSH) and IGF1 for them to proliferate. The Wnt/βcatenin (βcat) pathway has 
been related with thyroid cell growth, since the inhibition of GSK3β leads to increased cell 
proliferation. Also the activation of the Wnt pathway has been involved in late stages of thyroid 
cancer progression. For these reason in this work we decided to analyze the status of this pathway in 
response to TSH and IGF1 as well as to characterize its activation in thyroid tumoral cells. We have 
shown that both TSH and IGF1 lead to an increase in βcat nuclear levels, a hallmark of the Wnt/βcat 
pathway activation, increasing its transcriptional activity. This effect was induced in two ways, (i) 
inhibiting GSK3β activity and (ii) phosphorylating βcat at S552 and 675. The high accumulation of 
nuclear βcat induced by TSH and IGF1 mediates cell proliferation, because when the βcat activation 
was abolished, levels of cyclinD1 and DNA synthesis, in response to the two growth factors, were 
dramatically reduced. In addition, βcat is involved in thyroid cell differentiation as we found that it 
mediates Pax8 expression in response to TSH. Even more, βcat interacts physically with Pax8 
increasing its transcriptional activity over NIS promoter. Aberrant activation of the Wnt/βcat pathway 
has been described as a late event in the thyroid cell transformation affecting to the most 
undifferentiated thyroid tumors. Nevertheless, increasing evidence has shown the involvement of this 
pathway in the earliest stages of thyroid tumor progression. Here we study the activation of the Wnt 
pathway in tumor cells carrying RAS (H/N/K) and BRAF mutations and PTEN deletions, genetic events 
that are known to be involved in thyroid cancer initiation. Expression of HRAS, but not BRAF in 
thyroid cells, induced GSK3β inhibition and βcat nuclear accumulation increasing the βcat-dependent 
transcriptional activity through its phosphorylation at S552. We also found similar results in several 
human thyroid tumor cells carrying RAS mutations and PTEN deletion. In agreement with the data 
obtained with HRAS mutation, the regulation of these processes was dependent on PI3K/Akt activity, 
but not on MAPK, indicating a differential role of these signaling pathways in bcat regulation. Knock-
down of βcat expression in these cells leads to a dramatic reduction in cell proliferation, that is due to 
an induction of senescence, and which correlates with a reduction in tumor formation in nude mice. 
Silencing of βcat also induces mesenchymal-epithelial transition, decreasing the invasive capacity of the 
tumor cells. Altogether this thesis demonstrates that TSH and IGF1 control βcat activity at different 
levels resulting in thyroid cell proliferation and differentiation. Furthermore, it describes a novel 
mechanism of βcat stabilization in thyroid tumor cells, dependent on Akt activity but not on MAPK, 
confirming that bcat has a functional role in thyroid cancer cells, controlling cell proliferation and 
epithelial- mesenchymal transition. 
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ABREVIATURAS 
14-3-3ζ: proteína de andamiaje perteneciente a la familia de las proteínas 14-3-3 
 
A 
o AC: Adenilato ciclasa 
o Akt/PKB: proteina quinasa B 
o APC: "Adenomatous Polyposi Coli"  
o Arm: Repeticiones en armadillo 
 
B 
o BAD: Antagonista de Bcl-2/Bcl-XL, que provoca muerte celular 
o Bcl-2: Proteína de células de linfoma B tipo 2 
o Bcl9: co-activador transcripcional de la βcatenina 
o Bcl-XL: Proteína extragrande de células de linfoma B 
o BMP: Proteína morfogénica ósea 
o BRAF: Homólogo B1 del oncogén v-raf del virus del sarcoma murino 
o BrdU: Bromodesoxiuridina, análogo de la timidina 
 
C 
o CaMKII: calmodulina quinasa II 
o cAMP: AMP cíclico 
o cAMP-GEF/Epac: Proteínas de intercambio de nucleótidos de guanina activadas por cAMP 
o CAT: carcinoma anaplásico de tiroides 
o CBP: Proteína de unión a CREB (acetil transferasa de histonas)  
o CDK2: Kinasa dependiente de ciclina-2 
o CDK4: Kinasa dependiente de ciclina-4 
o CFT: carcinoma folicular de tiroides 
o Ciclina D1 y D3: ciclinas específicas de la fase G1/S del ciclo celular 
o Ciclina E: ciclinas específicas de la fase G1/S del ciclo celular 
o c-jun: factor de transcripción que junto a c-fos forma el factor de transcripción AP-1 
o CK1: Caseína kinasa-1 
o c-myc: protooncogén de la familia myc diana de la vía Wnt/βcatenina 
o CN: calcineurina 
o CPDT: carcinoma pobremente diferenciado de tiroides  
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o CPT: carcinoma papilar de tiroides 
o CRE: Elemento de respuesta a cAMP 
o CREB: Proteína de unión a elementos de respuesta a cAMP 
o CTNNB1: gen que codifica la proteína βcatenina 
 
D 
o DKK: "Dickkopf", antagonista de WNT 
o DUOX1/2: Oxidasa dual uno y dos 
o DVL: "Dishevelled", proteína mediadora de la vía WNT 
 
E 
o E2F: Factor de Elongación 2 
o EGF: Factor de crecimiento epidérmico 
o EMT: transición epitelio-mesenquima 
o ERK: Kinasa regulada extracelularmente 
 
F 
o FoxE1: factor de transcripción “Forkhead box E1”, también conocido como TITF2 de factor de 
transcripción tiroideo 2 
o FoxO: factor de transcripción “Forkhead box O” 
o Fz: Frizzled, receptor de la vía WNT acoplado a proteínas G 
o FT: factores de transcripción 
 
G 
o GPCR: Receptor acoplado a proteína G 
o Grg: represor transcripcional Groucho 
o GSK3β: Glicogeno sintasa quinasa 3 β 
 
H 
o HDAC: Histona Deacetilasa 
o HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos 
o hHex: factor de transcripción “homeobox” 
o HT: Hormonas Tiroideas 
o HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos 
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I 
o IGF1: Factor de crecimiento similar a insulina 1 
o IGF1R: Receptor del factor de crecimiento similar a insulina 1 
o IRS-1/2: Sustrato del receptor de insulina-1 y 2 
 
J 
? JNK: quinasa del extremo N-terminal de c-jun 
 
L 
o LiCl: Cloruro de Lítio  
o LRP: Receptores de la familia de proteínas relacionadas con el receptor de lipoproteínas (LDL) 
M 
o MAPK: Proteína kinasa activada por mitógenos 
o Met: receptor de HGF con actividad tirosina quinasa 
o MMP: metaloproteasas de matriz extracelular 
o mTOR: Diana de rapamicina de mamíferos 
 
N 
o NIS: Simportador de Na+/I- 
o Nkx2-1: factor de transcripción “homeobox” también conocindo como TITF1 de factor de 
transcripción tiroideo 1 
o NUE: “NIS upstream enhancer” 
 
P 
o p14ARF: Proteína inhibidora de mdm2 (inhibidor de p53) 
o p16INK4a: Proteína inhibidora de CDK4 
o p21CIP: Proteína inhibidora de los complejos ciclina-CDK1/2 
o p27KIP: Proteína inhibidora de CDK2/4 
o p53: gen supresor tumoral que se activa en respuesta al daño al DNA 
o p300: Proteína de unión a E1A 
o Pax8: factor de transcripción “Paired box8” 
o PCP: polaridad planar celular 
o PDK1: quinasa dependiente de 3’-fosfoinositidos-1 
o PH: Dominio homólogo de pleckstrina 
o PI3K: Fosfatidil-inositol 3’-quinasa 
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o PI3KCA: subunidad catalítica de la PI3K 
o PIP2: Fosfatidil-inositol 4,5-bisfosfato 
o PIP3/PtdIns(3)P: Fosfatidil-inositol 3,4,5-trifosfato 
o PKA: Proteína quinasa dependiente de cAMP 
o PKB/Akt: Proteína quinasa B 
o PKC: Proteína quinasa C 
o PLCβ: Fosfolipasa Cβ 
o PLCγ2: Fosfolipasa Cγ2 
o PLD: Fosfolipasa D 
o PP1: Proteína fosfatasa-1 
o PP2A: Proteína fosfatasa-2A 
o PPRAγ: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
o PtdIns: Fosfatidil-inositol 
o PTEN: Fosfatasa y homólogo de tensina delecionado en el cromosoma 10 
 
R 
o Raf-1: Homólogo 1 del oncogén v-raf del virus del sarcoma murino 
o Rap1: Proteína próxima a Ras-1 
o Raptor: Acompañante de mTOR sensible a rapaminina. Complejo TORC1 
o Ras: GTPasa pequeña 
o Rb: retinoblastoma 
o Rictor: Acompañante de mTOR insensible a rapamicina. Complejo TORC2 
o RhoA: Proteína homóloga de Ras-A 
o Ror: receptor huerfano 2 con actividad tirosina quinasa 
 
S 
o SA-β-gal: β-galactosidasa asociada a senescencia. 
o SFRP Proteínas secretadas relacionadas con Frizzled 
o Shc: Proteína con dominio SH2 
o Soggy: inhibidor de Wnt de la familia de DKK 
 
T 
o T3: Triyodotironina 
o T4: Tiroxina 
o TCF/LEF: Factor de transcripción específico de las células T/factor potenciador de linfocitos  
o Tg: Tiroglobulina 
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o TGFβ: factor de crecimiento transformante beta  
o TLE: proteínas co-represoras que forman complejos con las HDAC ("Transducin- like enhancer of 
split") 
o TP53: gen que codifica la proteína p53 
o TPO: Tiroperoxidasa 
o TSH: Hormona estimulante del tiroides, hormona tirotropa o tirotropina. 
o TSHR: Receptor de la hormona estimulante del tiroides 
 
W 
o WIF: Factor inhibidor de Wnt 
o WRE: Elemento de respuesta a Wnt. 
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1.- La Glándula tiroidea  
El tiroides es una de las glándulas endocrinas más grandes. Se localiza en el cuello a la altura del 
cartílago cricoides y está formada por dos lóbulos que se sitúan a ambos lados de la tráquea y se 
unen anteriormente por un istmo (Fig 1 panel izquierdo). 
Está formada principalmente por dos tipos celulares, las células parafoliculares o células C, que 
son las responsables de la secreción de calcitonina, y las células foliculares o tirocitos, que es la 
población mayoritaria del tiroides y la responsable de la síntesis y secreción de las hormonas 
tiroideas (Helmbrecht, 2001). Ambos tipos celulares tienen un origen embrionario distinto, las 
células C, derivan de la cresta neural, mientras que los tirocitos tienen su origen en el endodermo. 
Los tirocitos son células epiteliales y polarizadas que se disponen en una monocapa formando 
folículos y dejando en el centro un lumen denominado coloide (Fig 1 panel derecho). Por el 
contrario las células C se sitúan de forma aislada en los espacios inter-foliculares. 
 Los folículos van a conformar las unidades funcionales del tiroides, capaces de sintetizar, 
acumular y secretar las HT tiroxina (T4) y triyodotironina (T3). Las HT son potentes reguladores de la 
proliferación y diferenciación de muchos tipos celulares y tienen un papel importante en procesos 
clave como es el crecimiento, desarrollo y la homeostasis de diversos tejidos, así como en el cáncer 
(Pascual, 2012). 
 
 
Fig.1-. Panel izquierdo: Localización y 
morfología de la glándula tiroidea: La 
glándula tiroidea está formada por dos 
lóbulos unidos por un istmo y se sitúa en la 
parte anterior de la tráquea. Panel derecho: 
Arquitectura de los folículos tiorideos: 
Fotografía de un corte de tejido tiroideo 
humano teñido con hematoxilina y eosina, 
observado al microscopio ópticos con un 
objetivo de 20 aumentos. 
 
 
 
1.1-. Síntesis y secreción de las Hormonas tiroideas 
El componente principal de las HT es el yodo  por lo que la célula tiroidea tiene que ser capaz de 
acumular grandes cantidades de este elemento. La proteína responsable de captar I- es el 
simportador de Na+/I- (NIS) (Dai, 1996). NIS es una glicoproteína transmembrana localizada en la 
membrana basolateral de las células foliculares (Fig 2), la cual es capaz de transportar de forma activa 
I- desde el torrente sanguíneo al interior de los tirocitos. Una vez dentro de la célula, el I- difunde al 
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coloide a través de transportadores aun poco conocidos, como la pendrina (Yoshida, 2004). En el 
coloide el I- se incorpora a la proteína mayoritaria del tiroides y precursora de las HT, la Tiroglobulina 
(Tg). En esta proteína, que se sintetiza en el interior del tirocito y se secreta al lumen del folículo, es 
donde se va a acumular el I- constituyendo hasta el 80% del llamado coloide (Degroot, 1977).  
 
 
 
Fig.2-. Representación esquemática de la biosíntesis y secreción de las hormonas 
tiroideas en una célula folicular tiroidea. NIS: Simportador de Na+/I-, DUOX: 
Oxidasa dual, TPO: Tiroperoxidasa, Tg: Tiroglobulina, T3: Triyodotironina, T4: Tiroxina, 
TSH: Tirotropina, TSHR: Receptor de tirotropina.  
Fig.3-. Regulación del eje 
Hipotálamo-Hipófisis-Tiroides. TRH: 
hormona liberadora de TSH. TSH: 
hormana estimulante del tiroides. 
 
 
Para que se lleve a cabo el proceso de yodación de la Tg, el I- es oxidado por el enzima 
Tiroperoxidasa (TPO) utilizando como sustrato el H2O2 producido por las oxidasas duales DUOX1/2 
(De Deken, 2002). Posteriormente el I+ es acoplado a los residuos de tirosina de la Tg, acumulándose 
en el coloide. La síntesis y secreción de hormonas tiroideas, va a ser regulada por la hormona 
hipofisiaria (TSH) también denominada hormona tirotropa o tirotropina (Dumont, 1991). En 
respuesta a TSH, la Tg es endocitada desde el coloide, mediante un proceso de pinocitosis (Bernier-
Valentin, 1991), e hidrolizada por enzimas lisosomales, dando lugar a las HT (T3 y T4) que se secretan 
al torrente sanguíneo.  
La TSH es secretada en la hipófisis, en respuesta a la TRH (Hormona liberadora de tirotropina) 
secretada a su vez en el hipotálamo (May, 1973). Para asegurar que los niveles de T3 y T4 sean siempre 
los correctos, las HT, establecen un mecanismo de feedback negativo, inhibiendo tanto la secreción 
de TRH a nivel del hipotálamo, como la liberación de TSH a nivel de la hipófisis (Shenkman, 1973)(Fig 
3). 
Las proteínas mencionadas anteriormente (NIS, Tg y TPO) junto con el receptor de TSH (TSHR) son 
absolutamente necesarias para la correcta función tiroidea y su expresión conjunta solo se da en 
dicho tejido, por lo que se les ha denominado genes de diferenciación tiroidea. La expresión de 
estos genes en el individuo adulto está regulada por TSH a través de los factores de transcripción 
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CREB, Pax8, Nkx2-1 y FoxE1, expresándose estos tres últimos factores en su conjunto sólo en las 
células tiroideas (Braverman LE 2013). 
1.2-. Desarrollo del tiroides 
Durante el desarrollo embrionario la glándula tiroidea se origina a partir de un grupo de células 
derivadas del endodermo, que van a forman el esbozo tiroideo. Estas células dan lugar a los 
precursores tiroideos tras la inducción de la expresión de los factores de transcripción Hhex, Pax8, 
Nkx2-1 y FoxE1 que se expresan en ratón en el día embrionario (E8.5). Posteriormente estas células 
van a proliferar y a migrar hacia su localización permanente, donde finalmente sufrirán un proceso 
de diferenciación y formarán estructuras foliculares en un proceso conocido como foliculogénesis y 
que tiene lugar entre los días E14.5-E16. De esta manera adquirieren el fenotipo tiroideo definitivo 
y la capacidad de secretar HT (Fagman, 2011). 
La generación de ratones knock out de estos factores de transcripción ha posibilitado el 
conocimiento de los procesos que controlan durante la morfogénesis del tiroides y aunque aún no 
se conocen en detalle, se ha demostrado que son fundamentales para la correcta formación de la 
glándula (De Felice, 2011). Hhex y Nkx2-1 pertenecen a la familia de factores de transcripción 
codificados por genes con dominio de unión al DNA del tipo homeo box, mientras que Pax8 
pertenece a la familia de genes paired box. La ausencia de cualquiera de estos tres factores de 
transcripción, causa la desaparición del esbozo tiroideo entre los días E9 y 10 y la consecuente 
agenesia o falta de tiroides en los ratones adultos, por lo que se ha relacionado su función con 
proliferación y supervivencia (Rossi, 1995; Kimura, 1996; Mansouri, 1998; Martinez Barbera, 2000). 
Finalmente, FoxE1 pertenece a la familia de los factores de transcripción fork-head y su falta de 
expresión, va producir dos fenotipos, agenesia tiroidea, al interferir con la formación del esbozo 
tiroideo, o un fenotipo de tiroides ectópico, es decir, fuera de su ubicación normal debido a un 
defecto en la migración de los precursores tiroideos (De Felice, 1998).  
2-. Señales extracelulares implicadas en el control de la célula tiroidea 
2.1-. La tirotropina (TSH) 
La TSH es el principal regulador de la glándula tiroidea adulta. A través de la interacción con su 
receptor (TSHR) estimula diversos procesos de las células tiroideas, como son su proliferación o la 
síntesis y secreción de las hormonas tiroideas (Dumont 1971; Dumont, 1971b). Los ratones carentes 
del TSHR o que no secretan TSH, presentan un desarrollo del tiroides normal hasta el momento del 
nacimiento, pero posteriormente la glándula aparece atrofiada y la expresión de los genes de 
diferenciación TPO y NIS se ve dramáticamente reducida (Postiglione, 2002). 
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El TSHR es un receptor de siete dominios transmembrana, acoplado a proteínas G 
heterotriméricas (GPCRs) que se localiza en la membrana basal de las células tiroideas (Fig 4). A 
concentraciones fisiológicas de TSH, va a mediar su señal mayoritariamente activando proteínas G 
pertenecientes a la familia Gαs (Vassart, 1992). La liberación de la subunidad Gαs tras la unión de TSH 
a su receptor, va a promover la activación de la adenilato ciclasa, que se encuentra asociada a la 
membrana plasmática y el correspondiente aumento en los niveles intracelulares de cAMP 
(Calebiro, 2009).  
El cAMP es el principal mediador de la señal inducida por TSH y al contrario de lo que ocurre en 
otros sistemas celulares (Indolfi, 1997), su aumento está relacionado con un estímulo proliferativo 
(Roger, 1984; Dere, 1986). Como consecuencia, los ratones transgénicos que contienen altos niveles 
de cAMP en el tiroides, presentan una glándula hiperplásica y alta expresión de NIS Y TPO (Ledent, 
1992).  
Fig.4-. Vías de señalización activadas por TSH. 
Tras la activación del receptor de TSH se activa 
mayoritariamente la vía de la subunidad Gαs, 
activando a la enzima adenilato ciclasa (AC) que 
promueve la generación del segundo mensajero 
cAMP a partir de ATP. El cAMP puede activar 
diversas vías de señalización, actuando sobre la 
PKA (Proteína kinasa dependiente de cAMP) que 
transmite su señal a través del factor de 
transcripción CREB (Proteína de unión a 
elementos de respuesta a cAMP). La PKA también 
puede activar al complejo mTOR1. Así mismo el 
cAMP puede activar la cascada de las MAPK a 
través de la activación de la GTPasa RAP1. Por 
último la liberación de los dímeros βγ activará a la 
quinasa PI3K y a su efector Akt. Las flechas 
indican activación y las líneas truncadas 
inhibición.  
 
 
 
 
 
 
Este aumento de cAMP va a tener como diana principal la activación de la proteína quinasa 
dependiente de AMP cíclico (PKA) (Kupperman, 1993; Cass, 1999). La PKA es un tetrámero formado 
por dos subunidades catalíticas (C) y dos reguladoras (R). En células de mamíferos existen dos tipos 
de PKA (PKAI y PKAII) que difieren en la subunidad reguladora, de las cuales hay dos tipos RI y RII. A 
su vez, encontramos dos isoformas de cada subunidad reguladora, dos RI (RIα y RIβ) y dos RII (RIIα y 
RIIβ), codificadas por diferentes genes (PRKAR1A, PRKAR1B, PRKAR2A y PRKAR2B). La expresión de las 
subunidades R es dependiente de tejido así como de su localización subcelular. Además la 
expresión y función de las distintas isoformas también varía dependiendo del origen animal de la 
célula tiroidea. En células tiroideas de rata (el sistema modelo utilizado en esta tesis), se ha 
caracterizado la expresión de tres de ellas, PRKAR1A, PRKAR2A y PRKAR2B, aunque los efectos 
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ejercidos por la TSH tanto en proliferación como en diferenciación son mediados principalmente 
por PKAII y la subunidad RIIβ (Calebiro, 2006).  
Tras la unión de dos moléculas de cAMP a cada subunidad reguladora, las subunidades catalíticas 
de a PKA son liberadas y van a difundir hasta el núcleo de forma pasiva, donde van a fosforilar y 
activar a diversos factores de transcripción. Entre ellos se encuentra la proteína de unión a 
elementos de respuesta a cAMP (CREB) que pertenecen a la familia de factores de transcripción con 
dominio de unión al DNA de cremallera de leucina (bZIP). La fosforilación de CREB por PKA en el 
residuo de serina 133 va a promover el aumento de su actividad transcripcional al favorecer su 
unión al DNA y el posterior reclutamiento de histonas acetil-transferasas, como la proteína de unión 
a CREB (CBP) y/o p300 (Chrivia, 1993; Kwok, 1994). Este factor se fosforila y alcanza su actividad 
máxima entre los 30 minutos y una hora después del aumento del cAMP (Michael, 2000), decayendo 
su fosforilación junto a su actividad por el incremento de la acción de las fosfatasas de proteínas 1 y 
2A (PP1 y PP2A) (Lazzereschi, 1997). 
Se ha demostrado que el factor de transcripción CREB es esencial para el mantenimiento del 
tiroides adulto, ya que ratones transgénicos expresando un dominante negativo de CREB en las 
células tiroideas, presentan graves defectos en el tiroides, con folículos aberrantes y que no 
expresan ningún marcador tiroideo (Nguyen, 2000). Así mismo, células de rata establemente 
transfectadas con un dominante negativo de CREB, proliferan menos y captan menos I- en respuesta 
a TSH (Woloshin, 1992). 
Estas evidencias demuestran el papel fundamental de la ruta cAMP-PKA-CREB activada por TSH 
tanto en la proliferación como en la diferenciación de las células tiroideas. 
2.2-. Otras vías de señalización activadas por TSH 
Pese a la importancia de PKA y CREB en la transducción de la señal inducida por la TSH, la su 
simple activación no es suficiente para reproducir los efectos de dicha hormana (Dremier, 1997). Así 
la PLC (Devlin, 2000), las GTPasas RhoA (Medina, 2000a; Kim, 2002) y Rab1, las quinasas mTOR1 
(Brewer, 2007), la PI3K/AKT (Cass, 1999; De Gregorio, 2007), la PKC (Park, 2002) y ERK (Nellore, 2009), 
han sido relacionadas tanto con la proliferación como con la diferenciación inducidas por la TSH, 
convirtiendo la acción de esta hormona en una compleja red formada por diversas vías de 
señalización (Medina, 2000a)(Fig 4). 
Además de la señalización mediada por la liberación de la subunidad Gαs y el aumento del cAMP, 
la liberación de los dímeros βγ  induce la activación de PI3K/AKT, contrarrestando parcialmente el 
efecto de la TSH sobre la activación del promotor de NIS (Zaballos, 2008). 
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2.3-. El factor de crecimiento IGF1 
Para que las células tiroideas proliferen correctamente, además de la TSH es necesaria la acción 
del factor de crecimiento IGF1 o de la insulina. Se ha descrito que en células tiroideas, la insulina 
ejerce su función a través del receptor de IGF1 ya que los efectos de esta hormona se consiguen a 
dosis farmacológicas de la misma (Isozaki, 1987). Por ello se acepta que es el IGF1 el que ejerce un 
papel fisiológico en la proliferación. De acuerdo con lo descrito in vitro, ratones transgénicos 
expresando un receptor de IGF1 inactivo en el tiroides necesitan niveles mayores de TSH 
(compensatorios) para mantener el tamaño y función de la glándula (Muller, 2011) y ratones 
transgénicos sobre-expresando el receptor de IGF1 e IGF1 específicamente en el tiroides, 
presentan un tiroides hiperplásico, pero funcional, en el que la captación de I- esta aumentada 
(Clement, 2001). Mientras que los ratones en los que se ha deleccionado el receptor de Insulina 
específicamente en el tiroides  no presentan ninguna disfunción en dicha glándula (Ock, 2011).  
 
Fig.5-. Vías de señalización activadas por IGF1. Tras la 
unión de IGF-1 (Factor de crecimiento similar a insulina-1) 
a su receptor con actividad tirosina kinasa se produce el 
reclutamiento de proteínas con dominios SH2 como IRS-
1 (Sustrato del receptor de insulina-1) que promueve la 
activación de la enzima PI3K (Fosfoinositol 3’-Kinasa). Esta 
enzima fosforila a PIP2 (Fosfoinositol-3,4 bisfosfato) para 
generar el segundo mensajero PIP3 (Fosfoinositol 
trifosfato). La reacción opuesta es llevada a cabo por la 
proteína fosfatasa PTEN (Fosfatasa y homólogo de 
tensina delecionado en el cromosoma 10). PIP3 atrae a 
Akt/PKB (Proteína Kinasa B) y a la enzima PDK1 (Kinasa 
dependiente de 3’-fosfoinositidos-1) a la membrana, que 
junto con mTOR (Diana de rapamicina de mamíferos) 
promueve la activación de PKB. Además Akt a través 
activará mTOR estableciendo un bucle de activación 
positivo. El receptor de IGF1 también reclutará otras 
proteínas cono Shc, que a su vez llevará a la activación de 
RAS mediante en reclutamiento de Grb2 y SOS. Esto 
iniciará la cascada de las MAPK, MEK, ERK. Las flechas 
indican activación y las líneas truncadas inhibición.  
 
 
 
 
 Como ya hemos comentado, los efectos biológicos del IGF1 son mediados por su unión al 
receptor transmembrana con actividad tirosina quinasa IGF1R (Fig 5). La activación de estos 
receptores va a promover la dimerización de los mismos y su auto-fosforilación en residuos de 
Tyr/Ser. Estas fosforilaciones inducirán la unión de proteínas adaptadoras como IRS-1 y -2 (Sustrato 
del receptor de insulina) o Shc (Ariga, 2000) que a su vez activarán diferentes rutas de señalización. 
La proteína Shc interacciona con las proteínas Grb2 y SOS activando a la GTPasa RAS e iniciando así la 
cascada de las MAPK que estimula la proliferación celular. 
Pero la mayoría de los efectos mediados por el IGF1 y/o la Insulina en células tiroideas, se deben a 
la activación de la fostatidil inositol 3´ quinasa (PI3K) (Saito, 2001). La PI3K, compuesta por una 
subunidad reguladora p85 y una catalítica p110, se recluta cerca de los receptores de dichos 
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ligandos por su interacción con la proteína adaptadora IRS-1. La PI3K también puede reclutar 
miembros de la familia de las GTPasas como Ras aumentando la actividad de PI3K y fosforilando los 
residuos de fosfatidil inositol di-fosfato (PIP2), anclados a la membrana plasmática, que van a pasar a 
su forma tri-fosfato (PIP3). La reacción inversa es llevada a cabo por el gen supresor tumoral PTEN 
(fosfatasa y homólogo de tensina deleccionado del cromosoma 10) que proporciona un mecanismo 
de finalización de la señal iniciada por PI3K. 
El PIP3, va a reclutar a la membrana plasmática a proteínas con dominios PH (homologo a 
pleckstrina), entre las que están la proteína quinasa B (PKB/Akt) y su quinasa activadora PDK-1 
(quinasa dependiente de fosfoinositidos). Akt se activa mediante la fosforilación en el residuo de 
Thr308 mediado por PDK-1 (Chan, 1999) y en el residuo de Ser473 mediado por el complejo 
mTOR2/Rictor (Sarbassov, 2005) y se ha descrito que la fosforilación en la Ser473 precede y facilita la 
fosforilación en la Thr308 (Sarbassov, 2005). 
Se han descrito muchas dianas directas de Akt, involucradas en diversos procesos celulares, como 
la supervivencia y crecimiento celular. Akt fosforila e inhibe proteínas proapoptóticas como BAD 
(Antagonista de Bcl-2/Bcl-XL, que induce la muerte celular) o la caspasa-9. Además fosforila varias 
proteínas inhibidoras del ciclo y crecimiento celular, como son los factores FoxO o el inhibidor de 
ciclo celular p27KIP a los que fosforila excluyéndolos del núcleo (Brunet, 1999; Shin, 2002) o la 
quinasa GSK3 (glucogeno sintasa quinasa 3) a la que fosforila e inhibe (Cross, 1995) y activa a mTOR1 
que se ha relacionado con la síntesis de proteínas (Scott, 1998). 
3-. Regulación de la proliferación por TSH e IGF1 
La glándula tiroidea es un tejido poco proliferativo. Durante el desarrollo embrionario, pasa por 
una fase de alta proliferación alrededor del día 15.5 en ratón (Fagman, 2006) y del 44-48 (Trueba, 
2005) en humano, a la que sigue la fase de foliculogénesis. A partir de ahí la tasa proliferativa va 
disminuyendo, y en el tiroides adulto solo un 1-2% de las células foliculares se están dividiendo. 
Pese a esto, la TSH y el IGF1 son necesarios para el mantenimiento de la función tiroidea. 
La TSH, el IGF1 o la insulina regulan la proliferación de las células foliculares de forma conjunta 
induciendo la entrada en G1 y la transición G1-S (Tramontano, 1986b; Brenner-Gati, 1988; 
Burikhanov, 1996; Kimura, 1999)(Fig.6). Se ha descrito que TSH induce la síntesis de DNA a través de 
la activación de PKA/CREB (Woloshin, 1992; Kimura, 1999), de las vías de mTOR/Raptor (Cass, 1999) y 
de la PLD/PKC (Fujimoto, 1992; Kim, 2002). Por otro lado, IGF1 induce la entrada en fase S activando 
la cascada PI3K/AKT (Saito, 2001) y otras quinasas como las MAPK (Burikhanov, 1996) o mTOR/Raptor 
(Blancquaert, 2010). Pero solo la acción conjunta de ambos estímulos logra una síntesis eficiente de 
DNA, al ejercer un efecto sinérgico. Se piensa que este efecto se logra mediante la activación de 
rutas comunes, integrando y potenciando la señal iniciada por los dos factores, pero aún no se han 
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descrito la vía o vías de señalización implicadas . Una vía candidata es la vía de mTOR/Raptor, que se 
activa en respuesta a TSH y a IGF1 (Blancquaert, 2010) y otras mas controvertidas son la vía de las 
MAKP quinasas o la vía de PI3K/Akt, aunque existen datos contradictorios acerca de su activación en 
respuesta a TSH (Ariga, 2000; Vandeput, 2003; Brewer, 2007; De Gregorio, 2007; Zaballos, 2008; 
Vuchak, 2009). 
En las células tiroideas de rata usadas en este estudio (FRTL5 y PCCl3), la entrada en fase G1/S en 
respuesta a TSH e IGF1 viene dada por la inducción de los genes c-fos y c-myc (Tramontano, 1986a; 
Isozaki, 1987; Pirson, 1996)(Fig 6), que se expresan a las pocas horas de la adicción de los estímulos. 
Estos van a activar la expresión de las ciclinas de fase G1 temprana, ciclinaD1 y 3, y de las CDKs 4 y 2 
(Van Keymeulen, 1999; Lewis, 2004; Paternot, 2006; Fukushima, 2008). Los complejos CiclinaD/CDK4 
comenzarán a fosforilar e inhibir a la proteína de Retinoblastoma Rb (Medina, 2000c), quedando 
activados los factores de transcripción de la familia E2F, que inducirán la expresión de la ciclina de 
fase G1 tardía ciclinaE y otros genes relacionado con las síntesis de DNA (Lewis, 2004). La 
degradación del inhibidor de ciclo p27 también en respuesta a TSH y a IGF1(Medina, 2000c; 
Fukushima, 2008), permitirá la actividad máxima de los complejos ciclinaD/CDK4 y ciclinaE/CDK2 
(Lewis, 2004), que al inhibir completamente a Rb promoverán la expresión de todos los genes 
necesarios para la entrada en fase S.  
 
Fig.6-. Regulación de la transción G1/S en respuesta a TSH e IGF1. 
La activación de la vía PKA y MAPK en respuesta a TSH e IGF1 induce la 
expresión de genes tempranos como cmyc y cfos que activarán la 
expresión de las ciclinas D necesarias para la entrada en G1. La 
activación de Akt inducirá la inhibición de FoxO y de su gen diana 
p27Kip, que se encontraba inhibiendo los complejos ciclinaD/CDK4/6. 
Una vez activos estos últimos inhibirán a la proteína Retinoblastona 
(Rb) lo que permitirá la actividad del factor de transcripción E2F, que 
activará la expresión de genes necesarios para la síntesis de DNA. 
 
También se han descrito estímulos inhibitorios 
de la proliferación de los tirocitos, como son la 
somatostatina o el TGFβ. La somatostatina secretada 
por las células parafoliculares (Van Noorden, 1977) y 
actuando sobre sus receptores expresados en los 
tirocitos, interfiere con la proliferación mediada 
por la TSH y el IGF1 al prevenir la degradación de 
p27 (Tsuzaki, 1990; Florio, 1996; Medina, 2000c), 
mientras que el TGFβ ejerce un efecto citostático al 
inhibir la proliferación inducida por la TSH 
mediante un mecanismo aun desconocido (Cirafici, 1992) y la inducida por el IGF1 interfiriendo la 
activación de las MAPK (Mincione, 2003). 
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Uno de los objetivos de nuestro laboratorio es identificar las señales reguladas de forma conjunta 
por la TSH y el IGF1 para promover la proliferación. En este aspecto, el trabajo recientemente 
publicado y llevado acabo por el Dr. Zaballos (Zaballos, 2013), describe la regulación del factor de 
transcripción FoxO1 por TSH e IGF1. Este factor de transcripción ha sido relacionado con la 
regulación de la proliferación y es responsable de la expresión de p27KIP. FoxO1 es excluido del 
núcleo en respuesta a TSH e IGF1 de forma PI3K/Akt-dependiente, lo que coincide con la 
disminución de la actividad del promotor de p27 y el aumento de la proliferación celular. Por tanto 
dicho trabajo reporta datos a favor de la participación de la vía PI3K en la proliferación inducida por 
TSH e IGF1 en células tiroideas de rata, a través de la regulación de FoxO1 y es un claro ejemplo de la 
acción coordinada de estos dos estímulos. Otros intermediarios, aún no identificados, podrían estar 
implicados en la acción conjunta de la TSH y del IGF1 sobre la proliferación celular. 
4-. Regulación de la diferenciación por TSH e IGF1 
La expresión de los factores de transcripción tiroideos comienza el día E8.5 del desarrollo 
embrionario de ratón y es independiente de la TSH ya que esta hormona no se secreta en la hipófisis 
hasta el día E15.5 (Postiglione, 2002), fecha en que también comienza la expresión del TSHR en las 
células tiroideas (Lazzaro, 1991). En la glándula tiroidea adulta, aún en ausencia de TSH y de su 
receptor, se mantiene la expresión de los factores de transcripción tiroideos (Postiglione, 2002). 
Pero existen numerosos estudios realizados in vitro que demuestran que Pax8 (Medina, 2000b; 
Mascia, 2002) y FoxE1 (Ortiz, 1997) se expresan en respuesta a la TSH y además el ratón que expresa 
un dominante negativo de CREB en el tiroides, pierde la expresión de todos ellos (Nguyen, 2000), 
por lo que se ha sugerido que existen señales que estarían compensando la ausencia de TSH y de su 
receptor in vivo (De Felice, 2004). Es aceptado que la TSH regula la expresión al menos de Pax8 y 
FoxE1, presumiblemente a través de CREB, aunque se necesitan mas estudios para confirmar esta 
regulación in vivo. En cuanto a la expresión de Nkx2-1 no depende de TSH, y se ha descrito que TSH o 
inhibe (Saito, 1997; Medina, 2000b) o no afecta su expresión (Van Renterghem, 1995) dependiendo 
del sistema celular utilizado. 
A pesar de las lagunas existentes en la regulación de los FT tiroideos, se ha demostrado que TSH y 
su receptor son fundamentales para la expresión de los genes de diferenciación TPO y NIS y en 
menor medida de Tg y del recetor de TSH (Marians, 2002; Postiglione, 2002). Esta regulación estaría 
mediada por Pax8, FoxE1 y Nkx2-1, a través de sitios de unión de estos FT presentes en los 
promotores de los genes de NIS (Ohno, 1999), TPO (Zannini, 1992), Tg (Espinoza, 2001) y TSHR 
(Civitareale, 1993) (Fig 7). 
La TSH además de regular la expresión de Pax8 y FoxE1, regula la actividad y la unión al DNA de Nkx2-
1 y Pax8 mediante la inducción de modificaciones postraduccionales como fosforilaciones (Velasco, 
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1998) o cambios en el estado redox de la célula respectivamente (Kambe, 1996). Además Pax8 y 
Nkx2-1 interaccionan físicamente y activan de forma conjunta la expresión del promotor de Tg (Di 
Palma, 2003). De esta forma la TSH regulando la expresión y actividad de los FT tiroideos, promueve 
la expresión de todos los genes de diferenciación, menos la del TSHR cuya expresión disminuye en 
respuesta a TSH.  
Pax8 es uno de los factores de diferenciación clave. In vivo Pax8 es fundamental para la 
proliferación y supervivencia de los precursores tiroideos y regula la expresión de FoxE1 y Hhex 
(Mansouri, 1998). En el tiroides adulto resultados sin publicar del laboratorio del Dr. Di Lauro, han 
demostrado que es necesario para la diferenciación de las células foliculares (Marotta P 2012) y 
resultados in vitro obtenidos con células diferenciadas han demostrado que es necesario para la 
expresión de NIS, TPO, Tg y de la desiodasa 1(DIO1) ((Ruiz-Llorente, 2012) y datos sin publicar). 
Presenta sitios de unión en los promotores de estos cuatro genes y pese a que Nkx2-1 también 
participa en la regulación de NIS, TPO y Tg, se ha demostrado que tiene un papel limitante (Pasca di 
Magliano, 2000). 
 
 
Fig.7-. Promotores de los genes específicos de la glándula tiroides. Representación esquemática de la región promotora de los genes 
TG, TPO, TSHR y Nis, donde se indica de manera aproximada la localización de los sitios de unión al promotor de los factores de 
transcripción Nkx2-1, FoxE1 y Pax8. Se puede observar como la región promotora de la TG y la TPO son similares. La región más 
importante en la regulación de la expresión de Nis es la región NUE (Nis Upstream Enhancer). Los números indican la posición de estos 
sitios con respecto al inicio de la transcripción (-1). También se representa la caja TATA en los promotores de TG, TPO y Nis. 
 
Se conoce poco acerca de la regulación de la expresión de Pax8. Durante el desarrollo 
embrionario se sabe que está regulado por Hhex y Nkx2-1 y que en células diferenciadas su 
expresión se induce en respuesta a TSH a través de la activación de PKA (Medina, 2000b; Mascia, 
2002). Se ha descrito un sitio de unión de Nkx2-1 en su región promotora (Nitsch, 2010) y su 
expresión se encuentra reducida en células que expresan un dominante negativo de Nkx2-1 
(Christophe-Hobertus, 2012). Sin embargo y a pesar de su importancia en la diferenciación tiroidea, 
no se conocen en detalle los mecanismos implicados en su regulación por TSH. 
Uno de los genes de diferenciación más importantes regulado por Pax8 es NIS. Dado el 
importante papel de NIS en la fisiología tiroidea y su uso diagnóstico y terapéutico, por su capacidad 
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de captar yodo radiactivo, se han dedicado muchos esfuerzos a estudiar la regulación de su 
expresión. En su región promotora se ha descrito una secuencia denominada NUE de “NIS Upstream 
Enhancer” que es fundamental para al expresión de NIS y que contiene dos sitios de unión de Pax8, 
dos sitios de unión de Nkx2-1 y un sitio degenerado de unión a CREB, CRE-like (Chun, 2004). La unión 
de Pax8 al promotor de NIS es fundamental para su expresión, siendo el papel de Nkx2-1 menos 
importante y la sola expresión de Pax8 es suficiente para lograr la re-expresión de NIS en algunos 
tipos tumorales (Mu, 2012). Además de Pax8, se ha descrito que la activación de PKA inducida por 
TSH ejerce un efecto aditivo sobre la expresión de NIS, pudiendo haber modificaciones 
postraduccionales u otros factores implicados (Chun, 2004). Por el contrario la activación de 
oncogenes como BRAF o la activación de las vías de las MAPK, Smad o PI3K por factores secretables 
como TGFβ o IGF1 en los carcinomas tiroideos más indiferenciados (Costamagna, 2004; Riesco-
Eizaguirre, 2006; Kogai, 2008) llevan a la perdida de la función de NIS. 
IGF1 tiene un papel minoritario en la diferenciación tiroidea. Se ha descrito que aumenta la 
expresión de FoxE1 (Ortiz, 1997) y que inhibe la activación de NIS en respuesta a TSH a través de la 
activación de PI3K (Garcia, 2002), por lo que se acepta que el IGF1 tiene un papel predominante en 
la regulación de la proliferación de las células foliculares tiroideas y que la TSH tiene un efecto dual 
y crítico tanto en proliferación como en diferenciación. 
5-. Cáncer de tiroides 
5.1-. Clasificación 
El cáncer de tiroides es un tipo de tumor endocrino muy frecuente, cuya incidencia ha ido en 
aumento durante los últimos años. Puede originarse a partir de las células parafoliculares (3-7%) 
dando lugar a carcinomas medulares, pero la gran mayoría se originan a partir de células foliculares 
(Elisei, 2012). Estas pueden dar lugar a tumores benignos y malignos (Nikiforov, 2011)(Fig 8).  
Los adenomas tóxicos son tumores benignos que producen un exceso de HT y prácticamente no 
evolucionan a malignidad. Los adenomas foliculares son tumores benignos, generalmente 
encapsulados y diferenciados, que suponen la neoplasia más frecuente y que raramente 
evolucionan a malignidad. Los tumores malignos se clasifican en tumores diferenciados, 
pobremente diferenciados o indiferenciados. Los carcinomas diferenciados son los más frecuentes y 
se clasifican en carcinomas papilares (CPT) o carcinomas foliculares (CFT). Están encapsulados y 
expresan Tg y NIS por lo que son capaces de captar yodo, lo que facilita su tratamiento con yodo 
radiactivo. El CPT es la neoplasia maligna mas frecuente (80%). Se caracteriza por formar papilas, 
tener una morfología nuclear específica y por la aparición de metástasis linfáticas locales. El CFT es 
menos frecuente (15-20%), presenta morfología folicular y se caracteriza por la aparición de 
 18 
metástasis a distancia en pulmón y hueso. En general estos tumores son tratables y tienen muy buen 
pronóstico, pero en ocasiones aparecen metástasis refractarias al I- radiactivo, lo que dificulta su 
tratamiento. Estos tumores pueden perder marcadores de diferenciación y pasar a ser carcinomas 
pobremente diferenciados (CPDT) o anaplásicos (CAT). Estos son tumores muy raros (2% y 1-2% 
respectivamente) altamente malignos, no están encapsulados, presentan extensión extra-tiroidea y 
metástasis a distancia en hueso, pulmón, hígado y cerebro. Al no presentan rasgos de diferenciación 
no se pueden tratar con yodo radiactivo, y son altamente letales. En este tipo de carcinomas se 
encuentran áreas diferenciadas con fenotipo de CPT o CFT lo que apoya la idea de que los CPDT y CAT 
derivan de CPT o CFT pre-existentes.  
 
 
 
Fig.8-. Modelo escalonado de la carcinogénesis tiroidea. Este modelo está basado en características histológicas, clínicas y en el grado 
de diferenciación de los tumores. Las células foliculares tiroideas bien diferenciadas pueden dar lugar a tumores tanto benignos como 
malignos. Los adenomas tóxicos son tumores benignos que están asociados con mutaciones activadoras de los genes de TSHR o Gαs.  
Tras sufrir mutaciones en diferentes oncogenes y genes supresores tumorales, las células foliculares tiroideas también pueden dar lugar a 
carcinomas papilares o foliculares bien diferenciados, carcinomas pobremente diferenciados y carcinomas anaplásicos. La figura 
representa un modelo esquemático mostrando los eventos moleculares involucrados. Modificada de (Nikiforov, 2011)). 
5.2-. Alteraciones genéticas en cáncer de tiroides 
La TSH actuando a través de la vía del cAMP/PKA y el IGF1 activando las vías de la PI3K/AKT y 
MAPK regulan la proliferación y diferenciación de las células foliculares. Por ello no es de extrañar 
que sean mutaciones en componentes de estas vías de señalización las que estén implicadas en la 
iniciación y progresión de los tumores tiroideos (Fig 9).  
Actualmente existen dos modelos que explican el carcinoma de tiroides, el modelo clásico de 
acumulación de mutaciones (Riesco-Eizaguirre, 2007; Nikiforov, 2011) y la nueva hipótesis de las 
células madre tumorales (Thomas, 2008). 
Según el modelo clásico las mutaciones iniciadoras van a definir el tipo de carcinoma. 
Mutaciones activadoras del receptor de TSH o de las proteínas Gαs, que llevan a una activación 
constitutiva de la AC, producen adenomas tóxicos que no evolucionan a malignidad. La aparición de 
mutaciones activadoras de la vía de la PI3K/AKT como aquellas en los oncogenes NRAS, KRAS y H-
RAS o el reordenamiento cromosómico PAX8/PPRAγ llevan a la formación de AF o CFT. Por otro lado, 
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las mutaciones que llevan a la activación de la vía de las MAPK van a promover la aparición de CPT. 
Dentro de estas mutaciones, las más frecuentes son la mutación V600E de BRAF, las de RAS y 
reordenamiento cromosómico RET/PTC. Tanto en CPT como en CFT, las mutaciones iniciadoras son 
excluyentes.  
 
Fig.9-. Vías de señalización y alteraciones 
genéticas implicadas en la carcinogénesis 
tiroidea. El tipo de tumor tiroideo depende de la 
permanencia de la vía hiperactivada. Se han 
descrito tres vías distintas para explicar la 
proliferación tumoral de la célula folicular 
tiroidea. Mutaciones activadoras del TSHR y Gαs 
llevan a la activación constitutiva de la vía 
cAMP/PKA y dan lugar a adenomas tóxicos que 
no progresan a malignidad. Reordenamientos en 
RET y mutaciones en BRAF producen la 
hiperactivación de la vía MAPK y son eventos 
iniciadores del CPT. Mutaciones en la unidad 
catalítica de PI3K, AKT y mutaciones 
inactivadoras o delecciones en PTEN producen 
una hiperactivación de la vía PI3K y están 
implicados en el inicio del CFT. Mutaciones en 
RAS (que activa ambas vías) están presentes en 
CPT y CFP. Mutaciones en βcatenina y su 
acumulación nuclear así como la inactivación de 
p53 se hallan exclusivamente en el carcinoma 
anaplásicos y están implicados en la progresión 
tumoral.  
 
 
La aparición de segundas mutaciones va a promover la progresión hacia carcinoma pobremente 
diferenciado o anaplásico. Cada día aparecen más evidencias que apunta a que es necesaria la sobre-
activación de la vía PI3K para promover esta transición. Así la mutación activadora de PI3KCA, la 
ganancia cromosómica de Akt o la perdida de función, deleción o silenciamiento de PTEN, parecen 
ser eventos necesarios (Garcia-Rostan, 2005; Santarpia, 2008; Ricarte-Filho, 2009). 
Otros eventos tardíos que aparecen en los CPDT y CAT son mutaciones en el gen supresor 
tumoral TP53 o en el gen de βcatenina, CTNNB1 (Fagin, 1993; Garcia-Rostan, 1999; Garcia-Rostan, 
2001). Estas mutaciones aparecen mas frecuentemente en CAT que en CPDT y no se encuentran 
nunca en carcinomas diferenciados. 
La hipótesis de las células madre tumorales propone la existencia de distintas clases de células 
madre adultas que derivan de tres tipos de células tiroideas fetales denominadas: células madre 
tiroideas, tiroblastos y protirocitos (Thomas, 2008; Lin 2011). Estas células madre son las que van a 
sufrir las mutaciones y a originar las células madre tumorales que darán lugar a los distintos 
carcinomas malignos. Recientemente el grupo de Todaro ha conseguido aislar células madre 
humanas procedentes de CPT, CFT y CAT y caracterizarlas (Todaro, 2010). Estas poseen características 
de células madre y son capaces de reproducir el tumor original. Además han descrito la implicación 
de vías de señalización como la de HGF/Met, PI3K/Akt o Wnt/βcatenina, implicadas en CSC de otros 
tejidos. Pese a la identificación de células madre tumorales, no hay evidencias que demuestren la 
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existencia de las células madre de origen fetal en el tejido normal, por lo se necesitan mas estudios 
para demostrar esta hipótesis.  
5.3-. Progresión tumoral 
5.3.1-. Senescencia inducida por oncogenes 
Cuando una célula normal comienza a proliferar de forma descontrolada por la aparición de 
mutaciones en oncogenes, la célula va a sufrir un estrés replicativo denominado estrés oncogénico 
que va a desencadenar la senescencia celular. La senescencia es un estado de quiescencia 
provocado por al menos tres mecanismos: acortamiento telomérico (Collado, 2007), mutaciones en 
oncogenes o la acumulación de daño al DNA.  
Las células tumorales senescentes son incapaces de proliferar por lo que la senescencia es una 
barrera para la progresión tumoral. En las lesiones pre-malignas casi todas las células son 
senescentes, lo que explica su lento crecimiento y baja malignidad (Michaloglou, 2005). La 
expresión de supresores tumorales como p16INK4a, p14ARF o p53 (Chin, 1999) se activa en respuesta a 
este estrés oncogénico y se induce la senescencia. Su falta de expresión o inactivación se ha 
asociado a la pérdida de senescencia y con ello a la progresión hacia malignidad.  
Los tumores malignos, pese a que pierden la capacidad de ser senescentes, pueden ser forzados a 
volver a ella si se restauran vías de señalización y supresores tumorales previamente deshabilitados. 
Las células tumorales senescentes son rápidamente eliminadas por las células del sistema inmune, 
resultando en una regresión tumoral eficiente (Xue, 2007; Rakhra, 2010). Por ello la senescencia 
constituye una diana prometedora para el desarrollo de nuevas terapias. La reinducción de p53 con 
drogas como Nutlin (Vassilev, 2004), la inactivación de c-myc (Wu, 2007b) o la re-expresión de p27KIP 
mediante inhibidores del proteasoma (Lin, 2010), suponen claros ejemplos de regresión tumoral 
por la inducción de la senescencia. 
Al igual que en el resto de tipos tumorales, los primeros estadios del cáncer de tiroides se 
caracterizan por la aparición de marcadores de senescencia como SA-β-gal (β-galactosidasa asociada 
a senescencia), p16INK4 o p21CIP, que no se encuentran en tumores más agresivos y desdiferenciados, 
como los anaplásicos (Vizioli, 2011) que a su vez portan mutaciones en p53 (Fagin, 1993). Por lo que 
los tumores más indiferenciados han escapado de la senescencia y la reinducción de la misma podría 
ser una diana terapéutica contra este tipo de tumores. 
5.3.2-. Metástasis y transición epitelio mesénquima 
Tras superar la barrera de la senescencia la invasión de los tejidos adyacentes es considerado un 
paso esencial en el proceso de malignización de los tumores, que lleva a la formación de las 
metástasis a distancia, causa de la letalidad de muchos tumores (Peinado, 2007; Polyak, 2009). La 
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invasión tumoral está controlada por una serie de procesos moleculares y celulares coordinados que 
permiten a las células disociarse y migrar desde el tumor primario. Los cambios en adhesión y 
migración durante la invasión tumoral se asemejan a los ocurridos durante el desarrollo 
embrionario en un proceso denominado transición epitelio-mesénquima (del inglés “EMT”). 
Durante este proceso las células pierden sus características de células epiteliales y adquieren un 
fenotipo mesenquimal adquiriendo la capacidad de migrar e invadir. Un marcador de este proceso 
es la pérdida de expresión de la cadherina epitelial, E-cadherina (gen CDH1), considerado un gen 
supresor de la invasión tumoral. La inhibición de la expresión de este gen es mediada por diversos 
factores de transcripción como Snail (SNAI1 y SNAI2), ZEB (ZEB1 y ZEB2), factores de transcripción de 
la familia bHLH (E47 y TWIST) y TCF4, que a su vez se encuentran sobre-expresados en los tumores en 
respuesta a señales extracelulares (HGF, TGFβ, FGF o Wnt entre otros) o por la activación de 
oncogenes (RAS o BRAF entre otros). En conjunto, los propios oncogenes junto con los factores 
secretados por las células tumorales o el ambiente tumoral, van a inducir el fenotipo mesenquimal 
que favorece la invasividad y la aparición de metástasis.  Además de la pérdida de E-cadherina el 
fenotipo mesenquimal se va a caracterizar por la aparición de otros marcadores como la 
fibronectina, la vimentina o la N-cadherina. 
Durante la progresión tumoral del cáncer de tiroides se ha descrito que las células epiteliales 
pierden la polaridad y la estructura folicular (Liu, 2011) por la falta de expresión de marcadores 
apicales como la ocludina o la claudina (Tzelepi, 2008) y de marcadores basolaterales como la E-
cadherina o la cadherina-16, específica de riñón y tiroides (Brabant, 1993; Cali, 2012). La expresión 
de las cadherinas se ha relacionado de forma inversa con el grado de diferenciación del tumor, de 
forma que los CPT y CFT expresan niveles bajos de cadherinas en membrana, apareciendo con 
frecuencia en el citoplasma, mientras que los CTPD y los CAT pierden completamente su expresión 
(Brabant, 1993; Cali, 2012; de Cristofaro, 2012).  
La represión de la expresión de E-cadherina y la adquisición de un fenotipo mesenquimal en CPT 
ha sido relacionado con la expresión del oncogén BRAF y la secreción de TGFβ (Riesco-Eizaguirre, 
2009; Knauf, 2011), siendo la secreción de TGFβ un evento esencial para una completa EMT y que da 
lugar a CTPD. Además la expresión de SLUG y TWIST 2 solo se encuentra en carcinomas anaplásicos 
(Buehler, 2012). De forma que la activación del programa de EMT se ha asociado a los carcinomas de 
tiroides más agresivos. 
6-. Vías Wnt 
Las proteínas Wnt son una familia muy conservada de glicoproteínas solubles ricas en císteina, 
codificadas por 19 genes en ratón y humano. Estas proteínas tienen funciones muy importantes 
durante el desarrollo embrionario, ya que regulan procesos clave como la proliferación, la 
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especificación, la polaridad celular y el patrón de los tejidos. En adultos, estas proteínas están 
implicadas en la homeostasis de los tejidos, ya que controlan la proliferación, activación y 
regeneración de las células madre y las vías que activan se encuentran alteradas en muchos tipos de 
tumores (Clevers 2006). 
Las proteínas Wnt transducen su señal mediante tres vías de señalización distintas: la vía 
canónica, o vía βcatenina-dependiente y las vías no canónicas o βcatenina-independientes: 
WNT/Ca2+ y WNT/PCP (Polaridad planar celular)(Fig 10). 
6.1-. Vía Wnt/βcatenina 
Cuando no hay factores Wnt, βcatenina, el efector y principar componente de esta vía, se 
encuentra formando parte de las uniones adherentes, uniéndose a E-cadherina y α-catenina y 
modulando el citoesqueleto de actina. La proteína no unida a la membrana, localizada en el 
citoplasma, es constantemente degradada por un complejo proteico denominado complejo de 
destrucción, formado por las proteínas de andamiaje APC (Adenomatosis polyposis coli) y Axina y las 
quinasas CK1 (Caseina quinasa 1) y GSK3β (Rubinfeld, 1996). Estas dos quinasas fosforilan de forma 
secuencial a la βcatenina haciendo que ésta sea reconocida y ubiquitinada por la ubiquitina ligasa 
βTrpc y consecutivamente degradada por el proteasoma. Cuando hay bajos niveles de βcatenina en 
el citoplasma, los factores de transcripción TCF/LEF (factor de células T/ factor activador de linfocitos) 
se encuentran reprimiendo a sus genes diana por el reclutamiento de co-represores 
transcripcionales de la familia TLE/Groucho (del inglés “transducin-like enhancer of split”).  
 
Fig.10-. Vías de señalización Wnt. Izquierda: vía 
de señalización Wnt canónica o βcatenina 
dependiente. En células no expuestas a factores 
Wnt, la βcatenina citoplasmática es degradada y 
las proteínas TLE/Groucho se encuentran 
reprimiendo sus genes diana. Cuando la vía es 
activada por la unión de un factor Wnt canónica a 
su receptor Fzd y a su co-receptor LRP5/6, se 
reduce la degradación de βcatenina y esta se 
acumula en el citoplasma. Como consecuencia, 
βcatenina entra en el núcleo, se une a los factores 
de transcripción TCF/LEF y activa transcripción. 
Derecha: vías de señalización no canónicas o 
βcatenina independientes: vía del Ca2+ y vía de 
la polaridad planar celular (PCP). La unión de un 
factor Wnt no canónico a los receptores Fzd y a 
Ror2 activa de dos vías de señalización diferentes. 
La vía del Ca2+ promueve la activación de la PKC 
vía G-PLCγ y modula la adhesión y motilidad celular 
activando la calcio-calmodulina quinasa (CamKII) y 
la fosfatasa calcineurina (CaK). La vía PCP modula el 
citoesqueleto de a través de la activación de las 
GTPasas pequeñas RhoA y Rac y sus efectores Rock 
y JNK.  
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La vía Wnt-canónica se activa cuando un factor Wnt como Wnt1, Wnt3 o Wnt3A se unen a su 
receptor Fz (Frizzled) y a su co-receptor LRP5/6 (proteína relacionada con el receptor de LDL 5/6). La 
formación del complejo Wnt-Fz-LDR va a promover la interacción de la proteína citoplasmática de 
andamiaje Dvl (Dishevelled) con el extremo citoplasmático de Fz. Esta interacción va a inducir 
primero, el reclutamiento de Axina a la membrana plasmática y segundo, la fosforilación del 
extremo citoplasmático de LRP5/6. Se ha propuesto que esta fosforilación es mediada por GSK3α/β 
y CK1, que son reclutadas a la membrana plasmática (Davidson, 2005; Zeng, 2005) y que esta 
fosforilación va a facilitar la unión de Axina a LRP5/6, estableciendo un bucle positivo de activación. 
La Axina es el componente limitante del complejo de destrucción (Lee, 2003), con lo que éste se va 
a desestabilizar y la βcatenina se va a acumular en el citoplasma translocándose al núcleo a través de 
mecanismos aún no bien identificados. En el núcleo, βcatenina se va a unir a los factores de 
transcripción TCF/LEF desplazando a los co-represores TLE/groucho (Daniels, 2005) y se van a 
reclutar co-activadores transcripcionales como p300/CBP o Bcl9/Pygo (Mosimann, 2009), activando 
genes que contienen secuencias de respuesta a Wnt .  
Los genes diana clásicos de la vía Wnt, incluyen genes de ciclo celular, como son la ciclinaD1 o el 
oncogen cMyc (He, 1998; Tetsu, 1999), pero también incluyen genes de la propia vía Wnt como 
Axina2, DKK1, LEF1 (que van a facilitar el apagado de la señal mediada por Wnt), genes involucrados 
en transición epitelio mesenquima (EMT) como las metaloproteasas de matriz 2 (MT1-MMP), MMP7, 
MMP9 (Brabletz, 1999; Wu, 2007a), TWIST o SLUG (Howe, 2003; Sakai, 2005) y genes implicados en 
diferenciación como la Queratina1 (K1) o la citoqueratina de pelo 13 (AE13) (Merrill, 2001). 
6.2-. Vías no canónicas 
Hay dos vías βcatenina independientes la vía del Ca2+ y la vía de PCP. La activación de estas vías 
está mediada por factores Wnt como Wnt4, Wnt5A o Wnt11 de manera específica de tejido y 
dependiente del contexto. La vía de la PCP se activa a través de varios de los receptores Fz y activa 
las proteínas de unión a GTP RhoA y Rac y a sus efectores la Rho-quinasa y JNK. Esta vía está implicada 
en el establecimiento de la polaridad de los tejidos, migración celular y organización del 
citoesqueleto. Se describió en Drosophila y aunque su relevancia no ha sido plenamente 
demostrada, existen evidencias de que se conserva en vertebrados (Wada, 2009). La vía del Ca2+. se 
activa a través de los receptores Fz 2 y 7 o del receptor Ror2 (receptor huérfano 2 con actividad 
tirosina quinasa). Estos receptores activan a la proteína quinasa C (PKC) y aumenta los niveles de Ca2+ 
intracelular, lo que a su vez activa a la Ca2+ calmodulina quinasa II (CaMKII) y a calcineurina (CaN) que 
regulan la migración y proliferación celular (Nishita, 2010). 
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6.3-. Inhibidores de Wnt 
La activación de la vía Wnt esta muy regulada y existen dos familias de antagonistas: “Dickkopf “ 
(DKK) y SFRP (del inglés “secreted frizzled-related protein”. La familia DKK es un grupo de cuatro 
proteínas solubles que se unen a LRP impidiendo la formación del complejo Wnt-Fz-LRP necesario 
para la activación de la vía Wnt. Las SFRP son glicoproteínas solubles que inhiben la vía Wnt 
secuestrando a las proteínas Wnt y evitando que se unan a sus receptores. Otros inhibidores son WIF 
y Soggy1. La función fisiológica de estas proteínas es inhibir la vía Wnt de manera temporal y 
dependiente de tejido durante el desarrollo asi como en en los tejidos adultos. Por ello se 
consideran supresores tumorales y su expresión se encuentra silenciada en diferentes tipos de 
tumores (Gonzalez-Sancho, 2005). 
6.4-. βcatenina 
βcatenina lleva a cabo dos funciones completamente distintas, una estructural formando parte 
de las uniones adherentes y otra en señalización actuando como activador transcripcional en 
respuesta a los factores Wnt. Esto es posible gracias a su estructura. La proteína βcatenina está 
altamente conservada entre rata, ratón y humano. Está formada por 781 amino ácidos y consiste en 
un dominio central formado por 12 repeticiones armadillo, flanqueadas por los dominios N- y C-
terminal, NTD y CTD respectivamente, y una hélice denominada hélice-C, que se localiza en la última 
repetición armadillo (Xing, 2008)(Fig 11). La hélice-C es fundamental para la actividad 
transcripcional de βcatenina, aunque no para la adhesión celular, ya que muchos co-activadores 
transcripcionales interaccionan con este dominio (Mosimann, 2009). Las repeticiones armadillo 
forman un área de andamiaje, por el cual βcatenina interacciona con las distintas cateninas-
cadherinas, componentes del complejo de destrucción y factores de transcripción (Huber, 1997) 
(Fig.11 A). Muchas de las proteínas que interaccionan con βcatenina, tienen dominios de unión que 
solapan y de esta forma no se puede unir más de una proteína, delimitando así la función de la 
βcatenina. Esto es lo que ocurre con los sitios de unión de APC, E-cadherina y TCF/LEF.  
La βcatenina sintetizada de novo y que no forma parte de las uniones adherentes, se va a 
degradar por las consecutivas fosforilaciones en el CTD mediadas por CKI y GSK3β (S45 y S33/37/T41 
respectivamente)(Fig.11 B). Pero la función de βcatenina también se puede regular mediante 
fosforilacilaciones, las cuales van a modificar su interacción con las uniones adherentes y actividad. 
Las fosforilaciones en la cola citoplasmática de las cadherinas pueden favorecer o debilitar la 
interacción con βcatenina (Choi, 2006; Dupre-Crochet, 2007), pero las fosforilaciones de βcatenina 
generalmente van a debilitar su unión a las cadherinas, favoreciendo su actividad en el núcleo. Por 
ejemplo, la activación de c-src o el receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR) promueven la 
fosforilación de βcatenina en el residuo Y654 (Piedra, 2001; van Veelen, 2011) localizado en la 
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última repetición armadillo, lo que reduce su interacción con las cadherinas e incrementa su 
actividad transcripcional. Además la fosforilación en este residuo promueve un cambio 
conformacional del extremo C-terminal de βcatenina permitiendo que sea fosforilado por otras 
quinasas como PKA o Akt que la fosforilan en otros residuos como la S675, localizada en la hélice-C, o 
la S552 (Piedra, 2001; Hino, 2005; Taurin, 2006; Fang, 2007; van Veelen, 2011). 
 
 
 
Fig-11-. Estructura de la βcatenina. Panel A: La proteína βcatenina consiste en una región central compuesta por 12 repeticiones 
armadillo (cajas numeradas), rodeadas por un domino amino-terminal (NTD) y un dominio carboxilo-terminal (CTP). Entre la última 
repetición armadillo y la parte flexible del CTD está la hélice-C conservada (C). Las barras de colores muestran los sitios de unión con sus 
proteínas de interacción (TR: receptor hormanos tiroideas; AR: receptor andrógenos). Panel B: Representación esquemática de los 
residuos regulables por fosforilación de βcatenina. Aquellos en azul promueven su degradación y aquellos en rojo y morado incrementan 
su actividad. Modificada de (Valenta, 2012). 
 
La fosforilación de βcatenina en la S675 inhibe su ubiquitinación y aumenta el reclutamiento de 
CBP (Hino, 2005; Taurin, 2006) y la fosforilación en la S552 aumenta su importación al núcleo al 
interaccionar con la proteína 14-3-3ζ y su actividad transcripcional (Tian, 2004; Fang, 2007). La 
fosforilación de βcatenina en las S552, cada vez esta cobrando más importancia en tumores con 
activación de la vía PI3K/Akt, sobre todo en tumores intestinales (Kobielak, 2007; Lee, 2010; Guturi, 
2012). 
7-. Vía Wnt/βcatenina en tiroides y cáncer de tiroides 
En las células tiroideas, βcatenina se localiza en las uniones adherentes. Estas células expresan 
varios receptores Fzd, proteínas Dvl, factores Wnt y contienen un complejo de destrucción de 
βcatenina funcional (Helmbrecht, 2001). En pacientes con trastornos bipolares, el tratamiento con 
LiCl (inhibidor de GSK3β e activador de la vía Wnt) induce la formación de nódulos en el tiroides e 
incluso bocio (Schou, 1968). Además en cultivos celulares de tiroides humanos y de rata, el 
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tratamiento con LiCl o la interferencia de GSK3β aumentan la proliferación de estas células 
(Tasevski, 2000; Chen, 2010). También se ha descrito que la TSH induce el crecimiento de los 
tirocitos a través de la expresión de Wnt1 (Kim, 2007). Estos datos sugieren la existencia de una vía 
Wnt/βcatenina funcional en tiroides, relevante para la proliferación de las células de la que no se 
conocen en detalle los mecanismos implicados. Dado el hipotético papel de esta vía en 
proliferación, no es de extrañar que la activación aberrante de la vía Wnt promueva el crecimiento 
tumoral como ocurre en otros tejidos dependientes de la vía Wnt, como son el intestino y la piel. 
En cáncer de tiroides se han descrito mutaciones de βcatenina y Axina en CPDT y CAT. Las 
mutaciones en βcatenina afectan a los residuos comprendidos entre los aminoácidos 17 y 60 
(Garcia-Rostan, 1999; Garcia-Rostan, 2001), que incluyen los sitios de fosforilación de GSK3β y CK1, lo 
que hace que βcatenina no se pueda fosforilar por estas quinasas y no sea señalizada a degradación 
proteosomal. Por este motivo se acumula en citoplasma y núcleo, activando de forma aberrante la 
expresión de sus genes diana  (ciclinaD1 y c-myc) e induciendo la proliferación. 
Por otro lado, las mutaciones en el gen de la Axina1 afectan a los dominios de interacción con 
APC, βcatenina y Dvl (Kurihara, 2004). Al ser el componente limitante del complejo de degradación, 
éste no se forma correctamente y βcatenina queda estabilizada en citoplasma y núcleo. 
Con respecto a los carcinomas diferenciados, en un 25-80% de los CFT y 67-100% de los CPT la 
βcatenina se localiza en el citoplasma (Garcia-Rostan, 2001) y esta localización se ha relacionado con 
la expresión de sus genes diana ciclinaD1 y c-myc y con un mayor índice proliferativo (Ishigaki, 2002; 
Meirmanov, 2003; Rezk, 2004; Zhang, 2011).  
Se ha descrito que βcatenina está implicada en el crecimiento de células tumorales tiroideas que 
portan el reordenamiento RET/PTC (Cassinelli, 2009; Castellone, 2009; Tartari, 2011). La activación 
del receptor RET, promueve la estabilización de βcatenina mediante su fosforilación en la Y654 y la 
inhibición de GSK3β. De esta manera βcatenina se acumula en el núcleo y activa la expresión de 
ciclinaD1(Castellone, 2009).  
Pero los reordenamientos cromosómicos RET-PTC solo se encuentran en un 20% de los 
carcinomas de tiroideos. En este sentido también se ha descrito una correlación entre mutaciones 
en Ras y la presencia de βcatenina en el citoplasma y núcleo de células de tumores diferenciados e 
indiferenciados respectivamente, en los que no se han detectado mutaciones de βcatenina (Garcia-
Rostan, 2001). Pero no se conocen los mecanismos implicados en esta regulación ni si tiene un papel 
relevante en la carcinogénesis mediada por este oncogén. 
Estos datos apuntan a que la vía Wnt/βcatenina podría ser activada por eventos distintos a 
mutaciones como son modificaciones post-traduccionales de βcatenina, contribuyendo a la 
progresión tumoral de los carcinomas de tiroides diferenciados. 
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OBJETIVOS 
Los objetivos de este trabajo se dividen en dos que a su vez los dividmos en una serie de 
subobjetivos. 
 
1-. Análisis de la función de la vía Wnt/βcatenina en las células foliculares tiroideas 
diferenciadas 
? Determinación de la expresión de los componentes de las vías Wnt en células tiroideas. 
? Análisis de la regulación por TSH e IGF1 de la expresión, localización subcelular y actividad 
transcripcional de la βcatenina en células tirodideas. 
? Análisis de la regulación por TSH/cAMP de la βcatenina en cultivos primarios de tiroicitos. 
? Determinación de la expresión de la βcatenina en el tiroides de ratones hipo e 
hipertirodeos. 
? Estudio del papel de la βcatenina en la proliferación de las células tiroideas. 
? Estudio del papel de la βcatenina en la diferenciación de las células tiroideas. 
? Análisis de la regulación de la expresión de Pax8. 
? Análisis de la regulación de la actividad de Pax8. 
2-. Análisis de la función de la vía Wnt/βcatenina en cáncer de tiroides 
? Determinación de la actividad de la vía Wnt/βcatenina en respuesta a los oncogenes HRAS 
y BRAF. 
? Análisis de la actividad de la vía Wnt en células tumorales tiroideas humanas. 
? Análisis de la función de la vía PI3K/Akt en la regulación de βcatenina 
? Estudio de la implicación de βcatenina en la proliferación de las células tumorales 
tiroideas. 
? Análisis de la función de la βcatenina en la transición epitelio mesénquima. 
? Determinación de la implicación de βcatenina en el crecimiento tumoral de las células 
tiroideas. 
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1-. Materiales 
1.1-. Anticuerpos 
 
 
Tabla 1: Lista de anticuerpos utilizados para Western Blot, Inmunofluorescencia e Inmunocitoquímica. 
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1.2-. Plásmidos 
Super8x TopFlash (M-50) y Super8x FopFlash (M-51): Vector que contiene el gen testigo de 
la luciferasa (pTA-Luc) fusionado al promotor artificial Top que contiene 8 sitios de unión 
funcionales de TCF o Fop que contiene esos  8 sitios mutados. Cedido por el Dr. RT. Moon (The 
Howard Hughes Medical Institute, Seatle)(Veeman, 2003). 
rNUE2.8-NIS: Vector que contiene el gen testigo de la luciferasa (pBSLuc2), fusionado a un 
fragmento de 2854 pb del promotor de NIS de rata, conteniendo el NUE (NIS upstream enhancer) y 
el promotor de dicho gen. Este vector fue clonado en nuestro laboratorio (Garcia, 2002). 
hTPOprom-Luc: Vector que contiene el gen testigo de la luciferasa (pGL3basic), fusionado a un 
fragmento de 415 pb del promotor humano de TPO. Cedido por el Dr. S Refetoff, University of 
Chicago, Chicago (Grasberger, 2005). 
hTGenh/prom-Luc: Vector que contiene el gen testigo de la luciferasa (pGL3basic), fusionado a 
un fragmento de 2000pb del promotor humano de TG (Pohlenz, 2002). Cedido por el Dr. S Refetoff, 
University of Chicago, Chicago. 
Cp5-Luc: Vector que contiene el gen testigo de la luciferasa (pGL3basic), fusionado al promotor 
artificial Cp5, que contiene 5 sitios funcionales de unión de Pax2/5/8. Cedido por la Dra. M. Zannini. 
(Institute of Experimental Endocrinology and Oncology “G. Salvatore”, Napoles) (Baratta, 2009). 
pRL-CMV: Vector que contiene el gen testigo de la luciferasa renilla, fusionado al promotor de 
expresión constitutiva de citomegalovirus (CMV), Promega. 
βcatenina-wt/S33Y: cDNA de la proteína wild type βcatenina humana, o su versión mutada en el 
residuo Serina 33, clonadas en el vector expresión pCl-neo. Cedida por el Dr. B. Vogelstein (The 
Johns Hopkins Oncology Center, Baltimore) (Morin, 1997). 
hPax8wt: cDNA del factor de transcripción Pax8 humano, clonado en el vector de expresión 
pcDNA3. Cedido por el Dr. G. Vassart (Institut de Recherche Interdisciplinaire en Biologie Humaine 
et Nucleáire, Belgium) (Vilain, 2001). 
rNkx2-1wt: cDNA del factor de transcripción Nkx2-1 de rata, clonado en el vector 
pBluescriptII(KS-). Cedido por el Dr. R. Di Lauro (Stazione Zoologica A. Dohr, Napoles) y se describe 
en la siguiente referencia (Guazzi, 1990). 
CREB: cDNA del factor de transcripción CREB de humano clonado en el vector pGal4 (Mendez-
Pertuz, 2003). 
rPax8prom-Luc: : Para llevar acabo el clonaje del promotor de Pax8 de rata se diseñaron varias 
parejas de oligonucleótidos que contenían los distintos fragmentos de dicha secuencia promotora 
(tabla oligonucleótidos) y que se esquematizan en la figura12. En el cebador directo se añadieron 
las secuencias específicas de corte de las enzimas de restricción MluI y NheI y en el reverso las 
secuencias de corte de las enzimas de restricción BglII y XhoI. A continuación se amplificaron los 
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diferentes fragmentos a partir de DNA genómico obtenido de rata y se subclonaron ante el gen 
testigo de la luciferasa en el vector pGL3basic. 
 
Fig.12-. Representación esquemática del clonaje del promotor de Pax8.  
 
Vectores lentivirales:  
? Vectores de empaquetamiento lentivirales pMD2-VSVg y pCD-NL-BH: Estos vectores 
contienen los cDNAs de las proteínas VSVG y gag, env y pol respectivamente. La expresión de estas 4 
proteínas es necesaria para el correcto empaquetamiento de las partículas lentivirales.  
? Vectores de expresión de los shRNA control (pGIPZ-shRNAmir-NS (non-silencing)) y contra el 
mRNA de βcatenina (pLKO.1 clon TRCN0000003845) (Open Biosystem). 
? E[beta]C: Vector de expresión de la proteína βcatenina4A. Esta es una versión de la 
βcatenina con las mutaciones S33A, S37A, T41A y S45A fusionada a la proteína fluorescente Cherry 
(mCherry)(Addgene)(Fuerer, 2010). 
? EdTP: Vector de expresión de un dominante negativo de TCF4. Este tiene deleccionados 31 
aa del extremo N terminal, región por donde interacciona con la βcatenina (Addgene)(Fuerer, 
2010). 
(Estour, 1989; Ishizaka, 1989; Lemoine, 1989; Gioanni, 1991; Heldin, 1991a; Heldin, 1991b; Ito, 1993; 
Fabien, 1994; Nishihara, 1997; Sato, 2000; Chung, 2002; Kurebayashi, 2003; Xu, 2003; Rao, 2005) 
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1.3-. Oligonucleótidos 
 
Tabla 2-. Lista de oligonucleótidos utilizados para PCR, QPCR y clonaje del promotor de Pax8. 
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1.4-. Líneas celulares 
FRTL5 y PCCl3: Líneas celulares epiteliales tiroideas de rata, obtenidas a partir de cultivos 
primarios de tiroides de ratas Fischer de 6 semanas (FRTL5) o 18 meses (PCCl3) (Ambesi-
Impiombato, 1980; Fusco, 1987). El crecimiento de estas líneas es dependiente de TSH e IGF1. 
Ambas líneas expresan los marcadores de diferenciación tiroideos (Tg, TPO, NIS y TSHR) así como las 
factores de transcripción específicos del tiroides (Pax8, Nkx2-1 y FoxE1), por lo que son un buen 
modelo para estudiar los procesos de proliferación y diferenciación tiroideos. 
Líneas tumorales humanas: Todas las líneas utilizadas en este estudio, fueron obtenidas a partir 
de cultivos primarios de tumores de tiroides de pacientes que desarrollaron CFT, CPT o CAT. Su 
origen y mutaciones descritas se resumen en la tabla 3. 
 
Tabla 3-. Líneas tumorales humanas. CPT: Carcinoma Papilar de tiroides; CFT: Carcinoma Folicular de tiroides; CAT: Carcinoma 
Anaplásico de tiroides. 
 
Células PC-BRAF y PC-HRAS. Células PCCl3 transfectadas de forma estable con los vectores de 
expresión de los oncogenes HRASVal12 (Shirokawa, 2000) y BRAFV600E (Mitsutake, 2005) inducibles por 
doxiciclina. 
1.5-. Ratones 
Para llevar a cabo los experimentos de este trabajo se emplearon ratones FVB/C57, ratones CD1 
y ratones inmunodeprimidos NOD-SCID, todos ellos generados en el animalario del IIBm. 
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Los ratones utilizados se mantuvieron en un ambiente estéril, mediante rayos U.V., con viruta, 
agua y comida administrada ad libitum. Cuando se detectó cualquier signo importante de 
enfermedad, los ratones fueron sacrificados mediante inhalación de CO2. Todos los procedimientos 
se han realizado según la normativa española del uso de animales de experimentación (Real 
Decreto 1201/2005, del 10 de octubre). 
2-. Métodos 
2.1-. Cultivos celulares 
Las células PCCl3 y FRTL5 se crecieron en medio COON´s Ham´s F12 modificado, suplementado 
con un 5% de suero DONOR y con una mezcla de 6 hormonas que consiste en: somatostatina 
10mg/ml, transferrina 5μg/ml, hidrocortisona 10nM, glicil-L-histidil-L-lisina 10ng/ml, TSH 1nm e 
insulina 10μg/ml (Sigma). A lo largo de este trabajo, nos referiremos a este medio como medio 
completo o 6H. 
Para determinar el efecto de los distintos estímulos sobre las líneas PCCl3 y FRTL5, estas se 
mantuvieron en el medio anterior, pero en ausencia de TSH e insulina y con una concentración 
minima de suero (0,2%), durante 48 horas. A partir de ahora denominaremos a este medio, medio 
basal (-) o 4H. En este estado las células se encuentran en un estado de quiescencia y no expresan los 
factores de diferenciación tiroideos.  
Tras 48 horas en medio 4H, las células se estimularon con los compuestos y concentraciones 
indicados en la tabla 4 y como se describirá en la correspondiente seccion de resultados. Se 
preincubó con los inhibidores una hora, y el tiempo de incubación con los estímulos varió según el 
ensayo.  
 
 
Tabla 4-. Reactivos y concentraciones utilizadas. 
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Las células PC-BRAF y PC-HRAS se cultivaron en medio de selección (medio 6H suplementado 
con 300mg/ml de geneticina y 120μg/ml de higromicina). Para realizar los ensayos, se cultivaron en 
medio 4H durante 48 horas y posteriormente se les añadió 1μg/ml de doxiciclina para estimular la 
expresión de los oncogenes BRAF y HRAS. El tiempo de estimulación se indica en cada caso. 
Las líneas tumorales humanas se cultivaron en el medio indicado en la tabla 3, suplementado 
con un 10% de suero fetal bovino (FBS). 
2.2-. Obtención de cultivos primarios de tiroides de ratón 
Los tirocitos de ratón fueron obtenidos a partir de la disección de los lóbulos tiroideos de 
ratones de 2 meses (Jeker, 1999). Posteriormente se trocearon y se digirieron en un tampón 
compuesto por colagenasa tipo I (Sigma: 112U/ml) y dispasa II (Sigma: 1,2U/ml) durante 45 minutos 
a 37oC y en agitación (1000rpm). A continuación se tripsinizaron durante 5 minutos a 37oC y se 
cultivaron en medio 6H. Se confirmó la identidad de estas células analizando la expresión de los 
factores de transcripción tiroideos mediante Western blot. 
2.3-. Métodos de detección de RNA 
2.3.1-. Extracción de RNA 
Cada tipo celular fue cultivado en el medio correspondiente y que se ha indicado en la sección 
“cultivos celulares” o en 4H con los estímulos indicados. Posteriormente las células se lavaron con 
PBS (Tampón fosfato pH 7) a 4oC, y el RNA se extrajo utilizando Trizol (Sigma) siguiendo las 
instrucciones del proveedor. La cantidad de RNA y su pureza se determinó midiendo la absorbancia 
a 260 y 280nm. 
2.3.2-. RT-PCR 
Para obtener el cDNA de cada una de las muestras, 1,5 µg de RNA fueron retro-transcriptos 
según el protocolo que se describe a continuación. A cada RNA se le añadieron 200ng de dNTPs, 
200ng de “randon primers” en un volumen de 14 µl de agua destilada. Se desnaturalizó 10 minutos 
a 65oC, y se incubaron 2 minutos en hielo. Posteriormente se añadieron 200U de la retro-
transcriptasa M-MLV (Promega), 40U del inhibidor de RNasa (RNaseOUT, Invitrogen), y el tampón 
comercial de la M-MLV en un volumen final de 20µl y se realizaron los siguientes ciclos: 10 minutos 
25oC, 15 minutos 37oC, 15 minutos 40oC, 30 minutos a 42oC y 5 minutos a 95oC. El cDNA se diluyó 5 
veces en agua destilada y se utilizó 1µl (150ng) por reacción de PCR o Q-PCR. 
Los oligonucleótidos utilizados se resumen en la tabla 2. Todos ellos se diseñaron en exones 
distintos para amplificar únicamente el mRNA procesado y evitar la amplificación de DNA genómico 
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y se testaron mediante PCR convencional para asegurar su especificidad (Go Taq Flexi DNA pol, 
Promega).  
2.3.3 PCR cuantitativa (Q-PCR) 
Las PCRs cuantitativas se llevaron acabo utilizando la mezcla de reacción de SYBR green: KAPA 
SYBR FAST 2x con Rox y el aparato de PCR: Mx3000P QPCR system (Agilent). Cada reacción se realizó 
por triplicado, utilizando 150ng de cDNA en cada punto. Los parámetro utilizados para la 
amplificación fueron los siguientes: 5min 95oC, 40 ciclos: 20seg 95 oC; 20seg 58-62 oC; 30seg 72 oC, 
10min 72 oC. La especificidad de cada par de oligonucleótidos en cada reacción se determinó 
realizando la curva de disociación. Se utilizó el software de “Stratagene analysis” para substraer la 
fluorescencia basal . La expresión relativa de cada gen se calculó utilizando el método de 2-ΔΔCt 
(Giulietti, 2001). Se representan los niveles de expresión de cada producto de PCR con respecto a la 
β-actina. 
2.4-.  Métodos de detección de proteínas 
2.4.1-. Extracción de proteínas totales, nucleares y citoplasmáticas 
Cada tipo celular se cultivó como se describe en el apartado de métodos y se estimuló como se 
indica en cada caso. Las células se lavaron con PBS frío y se lisaron en tampón RIPA (PBS, 1%NP-40 
1%, 1% SDS,0,5% deoxicolato sódico) suplementado con un cocktail de inhibidores de proteasas . 
Posteriormente se centrifugaron a 12.000rpm durante 10 minutos a 4oC y se conservaron los 
sobrenadantes conteniendo las proteínas totales. Los extractos fraccionados (citoplasmáticos y 
nucleares) fueron obtenidos como se describe en (Perona, 1997). La concentración de proteína fue 
determinada por el método Bradford (Bradford 1976), realizando una curva standard de albúmina 
sérica bovina (BSA).  
2.4.2-. Western-blot e inmunodetección 
Extractos de proteínas totales o citoplasmáticas (30μg) y nucleares (15μg), fueron separados en 
geles de SDS-PAGE y transferidos a una membrana de nitrocelulosa. A continuación se bloquearon 
las membranas 1h a temperatura ambiente con una solución de PBS-T (PBS con Tween-20 al 0,1%) 
con leche desnatada al 5%. Tras la incubación O/N a 4oC o 2h a temperatura ambiente con los 
anticuerpos primarios en solución de bloqueo (indicados en la tabla 1), se realizaron 3 lavados de 
10min con PBS-T, seguidos de una incubación de 1h a temperatura ambiente con el anticuerpo 
secundario correspondiente conjugado con peroxidasa. Tras dos lavados con PBS-T y uno con PBS, las 
bandas inmunoreactivas fueron visualizadas mediante radiografía utilizando el agente de 
detección de Wester-blot Luminol (Thermo Fisher).  
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Se muestra un ensayo de Western-blot representativo de al menos 3 experimentos 
independientes. En algunos ensayos se utilizó el programa ImageJ para cuantificar 
densitométricamente los niveles de proteína. En estos casos, la gráfica que acompaña al ensayo de 
WB representándose como la media y el error estándar.  
2.4.3-. Inmunoprecipitación 
Para llevar a cabo los ensayos de inmunoprecipitación se incubaron extractos nucleares de 
células PCCl3 con bolas magnéticas unidas a proteína A, previamente conjugadas con el anticuerpo 
de Pax8 o una IgG de conejo. Para ello se bloquearon las bolas magnéticas (Dynabeads, Invitrogen) 
en tampón de bloqueo (PBS con un 1% de BSA) durante 30min a 4º C en rotación, utilizando 10µl de 
bolas magnéticas por condición. A continuación se incubó con 1μg de anti-Pax8 o IgG de conejo 
durante 1h en rotación y se eliminó el exceso de anticuerpo lavando las bolas dos veces con tampón 
A pH8 (10mM KCl, 150mM EGTA, 150mM EDTA, 10mM NaCl, 0,1% NP-40) y con inhibidores de 
proteasas. Posteriormente se añadieron 200μg de extractos nucleares de PCCl3 en tampón A con 
inhibidores de proteasas y se incubaron en rotación O/N a 4º C. Se recuperó la proteína no unida a 
las bolas (fracción no inmunoprecipitada) y tras lavar las bolas 3 veces, se eluyó la proteína 
inmunoprecipitada añadiendo tampón Laemli 2x y calentando las muestras 10 minutos a 95oC. Los 
inmunocomplejos se analizaron mediante SDS-page e inmunodetección. La fracción no 
inmunoprecipitada se utilizó para determinar la eficiencia del anticuerpo de Pax8. 
2.4.3-. Inmunofluorescencia e inmunohistoquímica de células y tejidos 
Para realizar las inmunofluorescencias, las células sembradas sobre cubreobjetos o cortes de 
tejidos conservados en OCT fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 10 min. Después de 
tres lavados con PBS, las células/tejido fueron permeabilizados con PBS/0,1% TritónX-100 durante 
15min e incubados en solución de bloqueo (PBS, 1% BSA) durante 1h a temperatura ambiente. A 
continuación se incubaron O/N a 4º C con el anticuerpo primario (utilizando las concentraciones 
indicadas en la tabla 1) en solución de bloqueo y en cámara húmeda. Tras otros tres lavados con PBS 
se incubó 1h con el anticuerpo secundario conjugado con Alexa fluor 488 o 546 en solución de 
bloqueo. Finalmente los cubreobjetos se lavaron 2 veces con PBS y una vez con H2O destilada y se 
colocaron sobre portas utilizando “antifade” como líquido de montaje (Prolong Gold Invitrogen) 
conteniendo 4-,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) para la tinción nuclear. 
Las células fueron visualizadas al microscopio de fluorescencia utilizando objetivos de 60x o 100x 
con aceite de inmersión. Las imágenes fueron tomadas utilizando un microscopio confocal Espectra 
Leica TCS SP5 y un obtetivo de 63x. 
Para realizar las inmunocitoquímicas, se utilizó el kit Vectastain ABC (Vector Labs). Tras lavar el 
anticuerpo primario, los portas con las células se incubaron con un anticuerpo secundario 
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conjugado con biotina durante una hora y se reveló con una solución de Diaminobencidina-Niquel 
siguiendo las instrucciones del proveedor. Para el montaje de los cubres, estos se deshidrataron 
gradualmente, incubándolos en etanol al 70%, 96%, 100% y finalmente en xilol, y se montaron 
sobre portas utilizando DPX. Las células fueron visualizadas utilizando un microscopio de campo 
claro (Nikon 90i). 
Para realizar las inmunohistoquímicas a partir de cortes en parafina, se utilizó en kit EnVision+ 
System-HRP (DAB)(Dako). Las muestras fueron desparafinadas, rehidratadas y se desenmascararon los 
antígenos incubandolas en tampón citrato (0,01M pH 6). Se inhibió la actividad peroxidasa 
endógena incubando las muestras con peróxido de hidrógeno al 3% y a continuación se incubó el 
anticuerpo primario diluido en la solución de bloqueo (PBS1x, BSA1%) durante 1h. Tras lavar las 
muestras se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con HRP durante una hora y se 
reveló con una solución de Diaminobencidina y siguiendo las intrucciones del proveedor. 
Posteriormente las muestras fueron contra teñidas con Hematoxilina, deshidratadas y montadas 
con DPX. Las células fueron visualizadas utilizando un microscopio de campo claro (Nikon 90i). 
2.5-. Generación de líneas celulares mediante el uso de lentivirus 
Produjimos los siguientes lentivirus de segunda generación, para obtener células con la vía Wnt 
modificada: 
? pGIPZ shscramble: lentivirus control que contiene el gen de resistencia a la puromicina. 
? pLKO.1 shβcat: lentivirus que expresan un shRNA contra βcatenina junto con el gen de 
resistencia a la puromicina. 
? E[beta]C: Lentivirus que expresan una βcatenina constitutivamente activada junto con el 
gen de la proteína fluorescente Cherry. 
? EdTP: lentivirus que expresa un dominante negativo de TCF4 marcado con el péptido Flag 
junto con el gen de resistencia a la puromicina. 
Para la producción de cada lentivirus, se sembraron 1x106 células Hek293T en p100 y como se 
describe en el apartado de transfecciones, se co-transfectaron con 10μg del plásmido lentiviral 
correspondiente junto con 5μg de cada uno de los vectores empaquetadores (pMD2-VSVg y 
pCD/NL-BH). Tras 16 horas se lavaron las células con medio DMEM completo y se añadieron 5 ml del 
medio de producción de virus (Medio Ultraculture 12-725F, suplementado con 1% glutamina, 
100mM piruvato sódico, 1% de bicarbonato sódico (7,5%) y 5mM de butirato sódico). A las 48 horas 
de la transfección, se recogió el sobrenadante que contenía las partículas virales y se pasaron por un 
filtro de 45µm. En este paso las partículas virales se pueden conservar a -80oC. 
Para llevar a cabo la infección, se sembraron 2x105 células en placas de 6 pocillos y 24 horas 
después se les añadió una dilución 1/2 o 1/5 del sobrenadante del lentivirus correspondiente, 
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conteniendo 8μg/ml de polibreno en un volumen de 3ml. Se incubaron los lentivirus con las células 
durante 30min, se centrifugaron a 1.100xg durante otros 30min y se reemplazó el medio por medio 
fresco. A las 48h las células infectadas con los lentivirus pGIPZ-shcramble, pLKO.1-shβcat y EdTP, se 
seleccionaron con puromicina 1μg/ml durante 48 horas y las células resistentes se ensayaron para la 
expresión de βcatenina o del Flag-dnTCF4 por WB, utilizando como control las células infectadas 
con el lentivirus scramble.  
En el caso de las células infectadas con el lentivirus E[beta]C, dado que expresan la proteína roja 
Cherry, se seleccionaron por citometría de flujo y se detecto por WB la expresión de βcatenina. 
2.6-. Transfecciones transitorias 
Se sembraron 350.000 (PCCl3/FRTL5) o 200.000 células (líneas humanas) en placas de 6 pocillos, 
y 100.000 o 75.000 células respectivamente en placas de 12 pocillos. Tras 24 horas se añadió el 
medio completo correspondiente con HEPES 10mM a pH 7,35 y se procedió a transfectar.   
Las células Hela y Hek293T se transfectaron por coprecipitación con fosfato de calcio (Chen, 
1988), mientras que las células tumorales humanas, las PCCl3 y las FRTL5 fueron transfectadas con el 
agente JetPEI (Polyplus) siguiendo las instrucciones del producto.  
En los análisis de actividad de los promotores Top, Fop, Pax8, NIS y Cp5, las células fueron co-
transfectadas con 0,32-1,2 µg del vector de expresión de luciferasa correspondiente, junto con 25-
50ng del vector de expresión de renilla bajo el control del promotor de CMV, para controlar la 
eficiencia de transfección. Las co-transfecciones con otros vectores de expresión se indican en cada 
experimento y se mantuvo constante la cantidad de DNA de cada transfeción añadiendo la cantidad 
apropiada de un vector de expresión vacío (pcDNA3.1). 
Después de 24 horas las células PCCl3 se cultivaron durante 48h en medio 4H y fueron tratadas 
24h con los estímulos indicados. A las células Hela, Hek293T y las distintas líneas tumorales humanas 
se les remplazó el medio y se cultivaron durante otras 24 horas en medio completo. A continuación 
se lavaron con PBS y se recogieron en buffer de lisis pasiva para el análisis de la actividad luciferasa y 
renilla (Promega). La actividad del promotor se determinó como la relación entre la actividad 
luciferasa y la actividad renilla. En el caso de los promotores Top y Fop, además se calculó la relación 
Top/Fop, para substraer la actividad del promotor basal de timidina quinasa. 
La expresión de los vectores transfectados se determinó mediante WB. Los resultados muestran 
la media y desviación estándar de un ensayo realizado por triplicado, representativo de al menos 
tres experimentos. 
 40 
2.7-. Ensayo de incorporación de BrdU 
Como medida de la proliferación celular, se cuantificó la incorporación de BrdU realizada 
durante la síntesis de DNA utilizando el ensayo: “Cell Proliferation ELISA BrdU Assay”  y siguiendo las 
instrucciones del proveedor. Se sembraron 5x103 células por pocillo de placa de 96 (6005225 
Perkin Elmer). En el caso de las PCCl3 se incubaron con nocodazol (0,4μg/ml) durante 16 horas, para 
sincronizar las células en fase G2. A continuación, se cambio el medio a medio mínimo (4H) con los 
tratamientos indicados en cada ensayo y se incubaron las células durante 24h con el 
correspondiente estímulo. En el caso de las células tumorales humanas, se sembraron en medio 
completo y se mantuvieron así durante 24h. Después se añadió el BrdU a una concentración final de 
10µM y se incubó durante 2h, tras las cuales se cuantificó la cantidad de BrdU incorporado 
mediante un ensayo de ELISA. Los resultados muestran la media±S.D. de un ensayo realizado por 
octuplicado, representativo de al menos tres experimentos. 
2.8-. Medida del crecimiento celular 
Como medida del crecimiento celular, se cuantificó el número de células utilizando la tinción 
con cristal violeta. Para ello se sembraron 20.000 células por pocillo de multi-well de 24 en medio 
completo y fueron fijadas a los tiempos indicados con 1% de glutaraldehido. Tras ser lavadas con 
PBS, se tiñeron con 0,1% del colorante cristal violeta. El colorante asociado a las células se 
desprendió con una solución de ácido acético al 10%. El número de células se estimó leyendo la 
absorbancia a 595 nm. Las gráficas muestran el % de células con respecto al tiempo 0, 
reprensentándose la media±S.D. de un ensayo (n=3), representativo de al menos tres 
experimentos. 
2.9-. Ensayo de detección de senescencia 
Como medida de senescencia, se cuantificó la expresión de la β-Galactosidasa asociada a 
senescencia (SA-β-Gal). Las células FTC133, Hth83, Hth7 Hth74 y C643 infectadas y seleccionadas se 
sembraron en placas de 12 pocillos (70.000 células/pocillo), a las 24 horas se fijaron y tiñeron para 
SA β-Gal utilizando el kit Senescence Detection Kit (BioVision) y siguiendo las instrucciones del 
proveedor. Para hallar el porcentaje de células SA β-gal positivas se contó el número de células 
positivas en cuatro campos usando un objetivo de 10x. Los resultados muestran la media y error 
estándar de tres ensayos realizados por duplicado.  
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2.10-. Generación de ratones Hipertiroideos (T4/T3) e Hipotiroideos (MMI) 
Ratones CD1 machos de dos meses fueron divididos en tres grupos: 1) Grupo control; 2) Grupo 
Metimazol (MMI), que fue tratado con 0,03% de MMI (Sigma) en agua de bebida durante 15 días; 3) 
Grupo T3/T4, que fue tratado con 0,5μg/ml de T3 y 0,1μg/ml de T4 en el agua de bebida durante 15 
días. tres horas antes del sacrificio se les inyectó 60mg/kg de BrdU. Se recogieron las muestras de 
tiroides y riñón. La mitad se fijaron en folmaldehído al 4% y se procesaron para realizar bloques de 
Parafina, y la otra mitad se criopreservó en OCT. La morfología de la glándula se visualizó por tinción 
de H&E.  
2.11-. Ensayos de tumorogénesis in vivo 
Ratones NOD-SCID de dos meses fueron inyectados en los dos flancos traseros con 9x105 células 
FTC133 infectadas con los lentivirus shscramble o shβcat descritos en el apartado de “Generación 
de líneas celulares”. El volumen de los tumores fue medido dos veces a la semana desde su aparición 
visible (volumen inicial 0,2 mm3) calculándose según la ecuación V=Pi*largo*ancho/6. Cuando el 
volumen del tumor en el flanco del ratón alcanzó 0,5 mm3 se sacrificaron y sacaron los tumores.  
2.12-. Ensayo de invasividad en matrigel 
Para realizar los ensayos de invasividad en matrigel se utilizó el Kit BD BioCoat™ Matrigel™ 
Invasion Chamber y se siguieron las instrucciones del proveedor. Se rehidrató el matrigel 
añadiendo medio DMEM sin suplementar y posteriormente se sembraron 25.000 células por 
cámara en medio DMEM con un 0,2% de FBS, que previamente habían sido mantenidas en este 
medio durante 24h. En el pocillo de la placa multi-well se añadió DMEM suplementado con un 15% 
de FBS como agente quimiotáctico. Se incubaron las células durante 22 horas para permitir su 
invasividad y posteriormente se eliminaron las células contenidas en el matrigel y se fijaron y 
tiñeron las células que habían invadido utilizando el Kit Diff-Quik staining kit. A continuación 
cortaron y montaron sobre portaobjetos las membranas que contenían las células que habían 
invadido y se cuantificaron realizando fotos de 10 campos y contando el número de células por foto. 
Los resultados representan la media±S.D. de un ensayo realizado por duplicado. 
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1-. Función de la vía Wnt/βcatenina en la proliferación y la diferenciación 
celular tiroidea 
1.1.- Caracterización de las vías Wnt en células tiroideas diferenciadas de rata 
Se ha descrito que las células tiroideas humanas expresan diversos componentes de la vía Wnt y 
que conservan una vía Wnt/βcatenina funcional (Helmbrecht, 2001). Por ello para iniciar este 
estudio en primer lugar se analizó la expresión de los distintos genes de las vía Wnt en la línea 
celular utilizada en este trabajo, las células PCCl3, que son células foliculares tiroideas de rata 
diferenciadas. 
 
 
Fig.13-. Expresión de los componentes de las vías Wnt en células PCCl3. RNA fue extraído y retro-transcrito de células PCCl3 
cultivadas en medio completo para la posterior detección mediante QPCR de los niveles del mRNA de los genes indicados relativos a la 
expresión de la β-actina. Panel A: Expresión de los receptores, co-receptores, mediadores intracelulares, represores y factores de 
transcripción de la vía Wnt. Panel B: Expresión relativa de los factores Wnt canónicos y no canónicos. 
 
Mediante PCR cuantitativa determinamos que las células PCCl3 expresaban los receptores Fz1, 2, 
4 y 5, el co-receptor LRP6 y los mediadores intracelulares Dvl1 y 3 todos ellos necesarios para la 
transducción de la señal de los factores Wnt (Fig.13 A). Así mismo expresaban los factores de 
transcripción Tcf1, 3 y 4, pero no LEF1.  
A continuación analizamos la expresión de varios de los factores Wnt tanto activadores de la vía 
canónica como de las vías no canónicas (Fig.13 B). Los resultados indicaron que las células PCCl3 
expresaban niveles muy bajos de los factores Wnt canónicos Wnt2, 3, 7A y 10B y que no expresaban 
los factores Wnt 1 y 3A. Por el contrario se detectaron niveles de expresión muy elevados de los 
factores Wnt no canónicos Wnt 4, 5A y 11. 
Estos resultados indicaban que las células PCCl3 podían responder a factores Wnt ya que 
expresaban toda la maquinaria necesaria. 
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1.2.- TSH e IGF1 inducen la entrada al núcleo de βcatenina y la inhibición de GSK3β  
Como acabamos de describir, las células tiroideas PCCl3 tienen la capacidad de responder a 
factores Wnt y sorprendentemente expresan altos niveles de factores Wnt activadores de las vías no 
canónicas. Dichas vías regulan procesos relacionados con la migración y polaridad celular pero no se 
conoce su papel en tiroides. Por el contrario la vía canónica tiene un papel muy importante en la 
carcinogénesis tiroidea y se ha relacionado con la proliferación de las células foliculares (Tasevski, 
2000; Kim, 2007; Chen, 2010), por lo que decidimos profundizar en el estudio de su función en 
nuestro sistema celular. 
La βcatenina es el efector de la vía Wnt canónica. En células epiteliales en condiciones basales se 
localiza en las uniones adherentes y en respuesta a factores Wnt, se acumula en el núcleo, donde 
activa la expresión de sus genes diana. Así la localización nuclear de βcatenina se considera uno de 
los distintivos de la activación de la vía Wnt.  
Como se ha descrito en la introducción la TSH y el IGF1 son los principales reguladores de la 
proliferación de las células tiroideas a través de la activación de las vías PKA y PI3K/Akt 
respectivamente. Sin embargo, se ha sugerido que otras vías de señalización como la vía 
Wnt/βcatenina, podrían estar implicadas en la regulación de este proceso.  
Con el fin de estudiar la implicación de esta vía en la proliferación de los tirocitos, en primer 
lugar analizamos la localización subcelular de βcatenina en respuesta a TSH e IGF1. Para ello 
utilizamos las células tiroideas PCCl3 y FRTL5 que responden al estímulo proliferativo de ambos 
factores. Dichas células se cultivaron durante 48 horas en medio basal para lograr un estado de 
quiescencia y posteriormente se estimularon con TSH, IGF1 o ambos ligandos durante 16 horas y se 
determinó la localización subcelular de la βcatenina mediante inmunocitoquímica. 
Como se muestra en la figura 14 A, en las células PCCl3 en estado basal (-) la βcatenina se localizó en 
las uniones adherentes, no apreciándose en la fracción citoplasmática o nuclear (Fig 14 A). La 
estimulación con TSH o IGF1 indujo la acumulación de la βcatenina tanto en el citoplasma como en 
el núcleo. Es interesante destacar que la acumulación inducida por ambos fue mayor que la inducida 
por el Li, que se usó como activador de la vía Wnt. Los mismos resultados se obtuvieron con las 
células FRTL5 (datos no mostrados). 
Estos resultados se confirmaron analizando por western blot la expresión de la βcatenina en 
extractos nucleares y citoplasmáticos de células PCCl3 y FRTL5 tratadas con las estímulos anteriores. 
Como se muestra en la figura 14 B, la expresión de βcatenina aumentó en la fracción nuclear tras la 
estimulación con TSH o IGF1, alcanzando de nuevo niveles mayores que los inducidos por el Li. La 
acumulación nuclear de βcatenia fue evidente a tiempos de estimulación tan cortos como 30 
minutos (Fig 14 C), como determinamos mediante inmunofluorescencias y  análisis por microscopía 
confocal. 
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Fig.14-. Efecto de la TSH y el IGF1 sobre la localización subcelular de la βcatenina. Células PCCl3 o FRTL5 sembradas en 
cubreobjetos (A y C) o en placas (B) fueron cultivadas en medio basal durante 48 horas y posteriormente fueron mantenidas es este 
medio (-) o fueron tratadas durante 16 horas (A y B) o 30 minutos (C) con TSH, IGF1, TSH+IGF1 o con LiCl como control positivo. Panel A: 
Se determinó la localización subcelular de βcatenina en células PCCl3 mediante inmunocitoquímica, utilizando un microscopio de campo 
claro y un objetivo de 100 aumentos. Se muestran una serie de fotografías representativas de 3 experimentos independientes. Panel B: 
Se obtuvieron extractos nucleares o citoplasmático de células PCCl3 y FRTL5 y se analizaron mediante Western-blot los niveles de 
βcatenina en cada fracción. Se detectaron los niveles de α-tubulina y TBP como control de carga de los extractos citoplasmáticos y 
nucleares respectivamente y para controlar la pureza de cada fracción. Se muestra un ensayo representativo de 3 experimentos 
independientes. Panel C: Se determinó la localización subcelular de βcatenina mediante inmunofluorescencia, utilizando un microscopio 
confocal con un objetivo de 63 aumentos. Se muestran una serie de fotografías representativas de 3 experimentos independientes en las 
que se observa la inmunodetección de βcatenina y su superposición con la tinción nuclear (DAPI). 
 
El rápido efecto que ejercen la TSH y el IGF1 sobre la localización de βcatenina sugiere que 
ambos ligandos podrían estar regulando la localización nuclear de la βcatenina por un mecanismo 
que implicase un cambio postraduccional mas que por un mecanismo transcripcional. Estos cambios 
postraduccionales están regulados por diferentes vías de señalización por lo que nos planteamos 
estudiar por que vías la TSH y el IGF1 regulaban el anterior proceso. 
Como ya se ha mencionado en la introducción la GSK3β es una de las quinasas responsables de la 
degradación de la βcatenina ya que fosforilándola en el extremo N-terminal hace que sea 
reconocida por ubiquitina ligasas y degradada por el preoteasoma, manteniendo así la vía Wnt 
“apagada”.  
La actividad de la GSK3β se inhibe mediante su fosforilación en la Serina9 proceso que es llevado 
a cabo por varias quinasas siendo Akt la mejor descrita (Cross, 1995). Se considera a la GSK3β un 
inhibidor de la proliferación y del crecimiento celular que se inhibe en respuesta a factores de 
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crecimiento que activan la vía PI3K/Akt como son IGF1, EGF o HGF (Cross, 1995; Guturi, 2012). 
Además también se ha descrito que la quinasa PKA puede fosforilar e inhibir a la GSK3β (Fang, 
2000). Por ello nos planteamos estudiar si la TSH o el IGF1 podían estar ejerciendo su efecto sobre la 
βcatenina a través de la inhibición de la GSK3β.  
 
Fig.15-. Aumento de los niveles de pGSK3β en respuesta a TSH e 
IGF1. Se cultivaron células PCCl3 o FRTL5 en medio basal durante 48 
horas y posteriormente fueron mantenidas en este medio (-) o se 
trataron 30 minutos con TSH, IGF1, TSH+IGF1 o con LiCl como control 
positivo. Tras el tratamiento, las células fueron recolectadas para la 
detección, mediante Western-blot, de los niveles de pGSK3β y de 
GSK3β y β-actina como control de carga. Se muestra un ensayo 
representativo de 3 experimentos independientes. 
 
Para estudiar esta posibilidad, analizamos la fosforilación de GSK3β en células PCCl3 y FRTL5 tras 
30 minutos de estimulación con TSH, IGF1 o ambos, utilizando de nuevo el Li como control positivo. 
Como se muestra en la figura 15 tanto la TSH como el IGF1 indujeron un aumento en la fosforilación 
de GSK3β, indicando que ambos ligandos inhiben a la actividad de dicho enzima. Dado que se 
obtuvieron los mismos resultados en las células PCCl3 y FRTL5, a partir de ahora se mostrarán solo 
los resultados obtenidos en las células PCCl3.  
 
Fig.16-. Vías de señalización implicadas en la fosforilación de GSK3β en respuesta a TSH e IGF1. Se cultivaron células PCCl3 en 
medio basal durante 48 horas y posteriormente fueron mantenidas en este medio (-) o se trataron con H89, LY294002 (LY), Akti1/2, 
UO126 (UO) o Rapaminina (Indolfi, ) durante 1h. A continuación las células fueron estimuladas durante 30 minutos con TSH, Forskolina 
(Forsk) (A y B) o IGF1 (C). Tras el tratamiento las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de los niveles de 
pGSK3β y de GSK3β. Se detectaron los niveles de pAKT y AKT1/2, pERK y ERK2 y p70S6K como control de la eficiencia de los inhibidores 
LY y Akti1/2, UO126 y Rapamicina respectivamente. Se muestra un ensayo representativo de 3 experimentos independientes. 
 
La TSH activa principalmente a la quinasa PKA, aunque recientemente se ha descrito que otras 
quinasas como PI3K/Akt, ERK o mTOR1 (Cass, 1999; Brewer, 2007; De Gregorio, 2007; Nellore, 2009) 
pueden mediar el efecto de dicha hormona. Para estudiar que vías de señalización estaban 
implicadas en la inhibición de GSK3β, células PCCl3 se incubaron durante una hora con inhibidores 
específicos de las distintas quinasas, y posteriormente se trataron durante 30 minutos con TSH. 
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La incubación con H89 y LY29002 (LY), inhibidores de PKA y PI3K respectivamente, bloqueó la 
acción de la TSH, produciendo una disminución del 80% y del 50% respectivamente en la 
fosforilación de GSK3β (Fig 16 A). En consonancia con los resultados anteriores, el tratamiento 
durante 30 minutos con Forskolina, un activador de la adenilato ciclasa, también indujo la 
fosforilación de la GSK3β (Fig 16 A y B). Por el contrario la incubación con UO126 y Rapamicina los 
inhibidores de MEK  y del complejo TORC1 respectivamente, no alteraron los niveles de pGSK3β 
inducidos por la TSH (Fig 16 B). 
En el caso del IGF1, se ha descrito que además de la vía PI3K/Akt, este factor de crecimiento 
activa las vías de las MAPK (Burikhanov, 1996) y de TORC1 (Blancquaert, 2010). Utilizando 
inhibidores específicos de estas vías, se encontró que solo la inhibición de las quinasas PI3K/Akt 
resultó en una disminución de la fosforilación de GSK3β inducida por IGF1 (Fig 16 C). 
Estos resultados demuestran que la TSH y el IGF1 a través de la activación de las vías PKA y PI3K 
inducen la fosforilación de GSK3β, inhibiendo su actividad. Dado que este hecho se correlaciona con 
la acumulación de βcatenina en el núcleo quisimos analizar si este evento, que previamente hemos 
descrito, dependía de la activación de dichas quinasas.  
Utilizando inhibidores específicos de las distintas vías mostramos que la acumulación nuclear de 
βcatenina en respuesta a TSH era dependiente de la activación de PKA y Akt (Fig 17 A), mientas que 
la de IGF1 fue dependiente de Akt (Fig 17 B). 
 
Fig.17-. Vías de señalización implicadas en la acumulación de bcatenina en el núcleo en respuesta a TSH e IGF1. Se cultivaron 
células PCCl3 en medio basal durante 48 horas y posteriormente fueron mantenidas en este medio (-) o se trataron 1h con H89, Akti1/2 o 
los dos inhibidores juntos (H+A). A continuación las células fueron estimuladas durante 2 h con TSH, Forskolina (Forsk) (A) o IGF1 (B). Se 
obtuvieron extractos nucleares o citoplasmáticos y se analizaron mediante Western-blot los niveles de βcatenina en cada fracción. Se 
detectaron los niveles de α-tubulina y CTCF como control de carga de los extractos citoplasmáticos y nucleares respectivamente y para 
controlar la pureza de cada fracción. Se detectaron los niveles de pAKT, pCREB y ATF1 como control de la eficiencia de los inhibidores. Se 
muestra un ensayo representativo de 3 experimentos independientes.  
 
Las fosforilaciones que CK1 y GSK3β median sobre la βcatenina, en los residuos S45 y S33/37/T41 
respectivamente, promueven su degradación por el proteasoma. Estas fosforilaciones disminuyen 
en respuesta a los factores Wnt a través de la activación de sus receptores Fz-LRP, ya que estos 
impiden la interacción de GSK3β y CK1 con la βcatenina, lo que conlleva la acumulación de la 
misma. Por ello quisimos analizar si la inhibición de la GSK3β en respuesta a TSH e IGF1 alteraba 
dichas fosforilaciones y en consecuencia los niveles totales de βcatenina. 
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Con este fin analizamos las fosforilaciones en los residuos S45 y S33/37/T41 en respuesta a TSH, 
Forskolina e IGF1 utilizando de nuevo el Li como control positivo. Los resultados mostraron que la 
TSH y el IGF1 inducían la fosforilación de βcatenina en la S45 mientras que el IGF1 y el LiCl no (Fig 
18). Dicho aumento no se correlacionó con un aumento en la fosforilación en los residuos 
S33/37/T41 en respuesta a TSH o Forskolina ni con una disminución de los niveles totales de 
βcatenina indicando que TSH, Forskolina e IGF1 no variaban los niveles de expresión de βcatenina a 
tiempos cortos de estimulación. Mientras que la inhibición de GSK3β  tras el tratamiento con LiCl 
redujo la fosforilación de βcatenina en la S33/37/T41 y aumentó ligeramente los niveles totales de 
βcatenina. 
 
Fig.18-. TSH e IGF1 no regulan los niveles de expresión 
de βcatenina. Se cultivaron células PCCl3 en medio basal 
durante 48 horas y posteriormente fueron mantenidas en 
este medio (-) o se trataron con TSH, Forskolina (Forsk) (A) 
o IGF1 (B) durante 30, 60 y 120 min, o con LiCl durante 30, 
60 y 120 min como control positivo. Tras el tratamiento las 
células fueron recolectadas para la detección mediante 
Western-blot de los niveles de pβcatS45, pβcatS31/37/T41 
y de βcat. Se detectaron los niveles pCREB y de pAKT 
como control de la actividad de TSH, Forskolina e IGF1 
respectivamente y AKT1/2 como control de carga. Se 
muestra un ensayo representativo de 3 experimentos 
independientes. 
 
En conjunto estos datos indican que la TSH y el IGF1 promueven la localización nuclear de 
βcatenina de forma dependiente de la activación de las quinasas PKA y PI3K/Akt y de la inhibición 
de GSK3β pero sin alterar la expresión de βcatenina. 
1.3-. TSH e IGF1 inducen un aumento de la actividad transcripcional de βcatenina 
Como hemos visto la TSH y el IGF1 inducen la localización citoplasmática y nuclear de βcatenina, 
sin aumentar su cantidad total. En el núcleo βcatenina se une a factores de transcripción de la 
familia TCF/LEF, que se encuentran unidos a secuencias WRE situadas en los promotores de sus 
genes diana. Para analizar si la acumulación nuclear de βcatenina inducida por TSH e IGF1 se 
correlacionaba con un aumento en su actividad transcripcional, realizamos transfecciones 
transitorias con el sistema de vectores dependientes del complejo βcatenina/TCF, denominados 
Super8x Top y Fop Flash y descritos en materiales y métodos.  
Para ello células PCCl3 previamente transfectadas con los vectores Top o Fop, se mantuvieron 48 
horas en medio basal estimulándose posteriormente durante 24 horas con TSH, IGF1 o ambos 
ligandos y usando como control positivo se utilizó el Li. Tanto los tratamientos con TSH como con 
IGF1 indujeron la activación de los promotores βcatenina/TCF dependientes (Fig 19) siendo el 
efecto de la TSH mediado por cAMP ya que fue reproducido por la Forskolina. Esta activación 
aunque no fue muy alta, fue significativa y comparable a la inducida por el factor Wnt3A en las 
células PCCl3. 
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Fig.19-. Regulación de los promotores dependientes de βcatenina/TCF por TSH e IGF1. Se transfectaron células PCCl3 con 1,2µg de 
Super8xTopFlash o Super8xFopFlash y 50 ng de pRL-CMV. Tras la transfección, las células fueron cultivadas durante 48h en medio basal y 
posteriormente se mantuvieron en estas condiciones (-) o fueron tratadas con TSH, Forsk, IGF1, TSH+IGF1 (T+I) o medio 6H, LiCl y Wnt3A 
como controles positivos durante 24h. Transcurrido este tiempo las células fueron recogidas para determinación de la actividad 
luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se calculó como unidades de luz normalizadas con respecto a la actividad renilla generada a 
partir del vector pRL-CMV. La actividad βcatenina/TCF específica se calculó obteniendo el ratio de las actividades de los promotores 
Top/Fop y es expresada de manera relativa como el número de veces de activación sobre los niveles (=1) de células sin tratamiento. Los 
datos representan la media±S.E.M. de 3 experimentos independientes. La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un 
análisis t-test (two tailed). Las diferencias con respecto a las células sin tratar se consideraron significativas cuando p<0,05 (*), p=0,01 a 
0,001(**). 
 
El hecho de que la TSH y el IGF1 indujeran la actividad transcripcional de βcatenina sin aumentar 
sus niveles de proteína nos hizo plantearnos por que mecanismo se estaba acumulando en 
citoplasma y núcleo.  Los niveles citoplasmáticos de βcatenina se pueden inducir inhibiendo la 
degradación de la proteína que se sintetiza de novo o movilizando la fracción de βcatenina que 
forma parte de las uniones adherentes. Se ha descrito que las fosforilaciones en el extremo N 
terminal, como ocurre con la fosforilación en el residuo Y654 o la S552, debilitan la unión de 
βcatenina a Ecadherina favoreciendo la estabilización de ésta en el citoplasma y facilitando la 
aparición de segundas fosforilaciones como las producidas en el residuo de S675. Esta última 
fosforilación junto con la producida en la S552 favorecen la entrada al núcleo de la βcatenina y 
aumentan su capacidad como co-activador transcripcional al favorecer la unión de histonas 
acetilasas como CBP/p300.  
Se ha descrito que Akt/PKA y PKA fosforilan los residuos de serina 552 y 675 respectivamente en 
otros tipos celulares (Taurin, 2006; Fang, 2007). Dado que estás vías son las que median en el efecto 
de TSH e IGF1 decidimos analizar si estos factores inducían la fosforilación de la βcatenina. Para ello 
se estimularon células PCCl3 con TSH o IGF1 durante 30 minutos y posteriormente se analizaron 
mediante WB los niveles de βcatenina fosforilada en los residuos serina 552 y 675. 
La TSH pero no el IGF1 indujo un aumento en la fosforilación de βcatenina en el residuo S675. 
Este fue dependiente de PKA, ya que la fosforilación disminuyó al tratar las células previamente con 
H89, inhibidor de PKA (Fig 20 A). Por el contrario tanto TSH como IGF1 indujeron la fosforilación de 
βcatenina en el residuo S552, siendo la activación inducida por TSH mucho mayor que la del IGF1 
(Fig 20 A).  
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Fig.20-. TSH e IGF1 inducen la fosforilación de βcatenina. Se cultivaron células PCCl3 en medio basal durante 48 horas y 
posteriormente fueron mantenidas durante 1h en este medio (-) o se trataron con H89 a 10µM o a las concentraciones indicadas. A 
continuación las células fueron tratadas con TSH (A, B y C), Forskolina (Forsk) (C) o IGF1 (A) durante 30 min. Panel A: Tras el tratamiento 
las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de los niveles de pβcatenina S675 y S552 y de βcatenina. Panel 
B y C: Tras el tratamiento las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de los niveles de pβcatenina S552 y 
βcatenina y de α-tubulina como control de carga. Se detectaron los niveles de pCREB y CREB como control de la eficiencia del inhibidor 
H89. Se muestra un ensayo representativo de 3 experimentos independientes. 
 
 
Fig.21-. Vías de señalización implicadas en la fosforilación de βcatenina en respuesta a TSH e IGF1. Se cultivaron células PCCl3 en 
medio basal durante 48 horas y posteriormente fueron mantenidas en este medio (-) o se trataron con H89, LY294002 (LY), Wortmanina 
(Wort), AKT-i-VIII (AKTi), UO126 (UO) o Rapamicina  durante 1h. A continuación las células fueron estimuladas durante 30 min con TSH (A 
y B), Forskolina (Forsk) (A) o IGF1 (B). Panel A: Tras el tratamiento las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-
blot de los niveles de pβcatenina S552 y de βcatenina. Se detectaron los niveles de pp70S6K, pERK y ERK, pAKT y AKT1/2 como control de 
la eficiencia de los inhibidores Rapamicina, UO126 y LY, WT y AKTi1/2 respectivamente. Los paneles superiores muestran un Western-
blot representativo y los gráficos inferiores son la cuantificación de los niveles de pβcatenina S552 normalizados con respecto al control 
de carga (βcatenina). Los niveles relativos de pβcatenina se representan como la variación con respecto a los niveles (=1) de células 
estimuladas con TSH (A) o IGF1 (B). Los valores representan la media ±S.E.M. de 3 experimentos independientes. Las diferencias con 
respecto a las células sin tratar se consideraron significativas cuando p<0,05 (*): p=0,01 a 0,001(**): p<0,001 (***); ns: no significativas. 
 
De nuevo en el caso de TSH la fosforilación en la S552 fue dependiente de PKA, ya que la 
preincubación de las células con cantidades crecientes de H89 impidió la fosforilación de la 
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βcatenina en respuesta a TSH o a Forskolina (Fig 20 B y C). Por el contrario el uso de inhibidores 
específicos de PI3K, MEK o TORC1, no modificó la fosforilación inducida por TSH en el residuo S552 
(Fig 21 A) lo que refuerza el papel de la PKA como mediadora del efecto. La leve fosforilación 
inducida por IGF1 se bloqueó al preincubar las células con Akti1/2, un inhibidor de Akt, mientras 
que los inhibidores de MEK o TORC1 no modificaron dicha fosforilación (Fig 21 B). 
1.4-. La expresión de βcatenina está regulada por cAMP en cultivos primarios de tirocitos 
Para estudiar la regulación de βcatenina en un contexto más fisiológico establecimos cultivos 
primarios de tirocitos de ratón (Fig 22 A). Para ello se aislaron folículos tiroideos de ratón, se 
crecieron en medio completo 6H durante 7 días y se confirmó la identidad del cultivo mediante el 
análisis de la expresión de los factores de transcripción tiroideos Pax8, Nkx2-1 y FoxE1 (Fig 22 B).  
Para analizar la regulación de la βcatenina se cultivaron los tirocitos durante 48 h en medio basal 
y posteriormente se estimularon con TSH o Forskolina durante 30 minutos utilizando células PCCl3 
como control. Como se muestra en la figura 23 A, la estimulación con Forskolina indujo la 
fosforilación de la βcatenina en los residuos S552 y S675. Por el contrario la TSH no modificó la 
fosforilación de βcatenina. Esto se debe a que en nuestras condiciones experimentales los tirocitos 
pierden la expresión del TSHR (Fig 23 B) y en consecuencia no se activa CREB en respuesta a TSH 
como se muestra en los extractos nucleares de tirocitos, mientras que si se activa en respuesta a la 
Forskolina (Fig 23 C). 
 
 
Fig.22-. Establecimiento de cultivos primarios de ratón. Panel A: Cultivos primarios de tirocitos de ratón a diferentes tiempos (dias 1, 
3 y 7) después de ser aislados (día 0) visualizados en un microscopio de campo claro y con un objetivo de 40 aumentos. Las células 
forman estructuras foliculares (ver aumento de la imagen a dia 0). Panel B: Se cultivaron tirocitos de ratón y células PCCl3 durante 7 
días en medio 6H. Posteriormente las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de Pax8, Nkx2-1, FoxE1 y β-
actina como control de carga. 
 
A continuación analizamos la expresión de la βcatenina en extractos nucleares y citoplasmáticos 
de cultivos primarios estimulados con TSH y Forskolina. Como se muestra en el western blot y en su 
cuantificación (Fig 23 C) el tratamiento con Forskolina indujo un ligero aumento en los niveles de 
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βcatenina en la fracción nuclear, aumento que fue confirmado mediante microscopía confocal (Fig 
23 D). 
 
Fig.23-. Expresión de βcatenina en cultivos primarios de ratón. Panel A: Cultivos primarios de ratón (tirocitos) y células PCCl3 fueron 
cultivadas en medio 6H durante 7 días y a continuación se mantuvieron en medio basal durante 48h. Posteriormente las células se 
mantuvieron en el mismo medio (-) o fueron estimuladas con TSH o Forskolina durante 30 minutos y recolectadas para detectar la 
expresión de pβcatenina S552 o S675 y βcatenina como control de carga. Panel B: RNA fue extraído y retro-transcrito de cultivos 
primarios de ratón mantenidos en medio 6H o en medio basal y posteriormente estimuladas con TSH durante 24 horas para la posterior 
detección mediante PCR de los niveles del mRNA del TSHR y de GAPDH como control de carga. Como control postivo y negativo de la 
expresión del TSHR se utilizó RNA de tiroides (Tir) o de fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) respectivamente. Panel C y D: Cultivos 
primarios de ratón fueron crecidos durante 7 días en medio 6H y 2 días en medio basal tras los cuales se mantuvieron en el mismo medio 
(-) o fueron estimuladas con TSH o Forskolina durante 2 h. Panel C. A continuación se obtuvieron extractos nucleares o citoplasmáticos y 
se analizaron mediante Western-blot (panel superior) los niveles de βcatenina en cada fracción. Se detectaron los niveles de CTCF y α-
tubulina como control de carga de los extractos nucleares y citoplasmáticos respectivamente y para controlar la pureza de cada fracción. 
Además se detectó pCREB como control de la actividad de la TSH/cAMP y Pax8 para confirmar la identidad del cultivo celular. En el panel 
inferior se muestra la cuantificación de los niveles de βcatenina nuclear. Panel D Se determinó la localización subcelular de βcatenina 
mediante inmunofluorescencia, utilizando un microscopio confocal con un objetivo de 63 aumentos. Se observa la inmunodetección de 
βcatenina y su superposición con la tinción nuclear (DAPI). 
 
Estos resultados apuntan a que el mecanismo descrito en las células PCCl3 y FRTL5 está 
conservado en células tiroideas de ratón.  
1.5-. La expresión βcatenina está regulada por TSH en el tiroides de ratón 
En el tiroides adulto en ratón la βcatenina se haya localizada principalmente en las uniones 
adherentes, aunque también se localiza en el citoplasma de muchas células foliculares (Fig 24). Para 
estudiar el efecto de la TSH sobre la βcatenina en el tiroides, generamos ratones hiper e 
hipotiroideos mediante la administración de T3/T4 y metimazol (MMI) respectivamente en el agua 
de bebida y se analizó por inmunohistoquímica la expresión de βcatenina. La administración de T3 y 
T4 promueve niveles altos de estas hormonas en sangre, por lo que se inhibe la secreción de TSH y 
con ello la función tiroidea. Por otro lado el MMI actúa inhibiendo la actividad enzimática de la TPO 
y con ello la producción de hormonas tiroideas por lo que estos ratones presentan niveles de TSH 
elevados. 
Como se muestra en la figura 24 los ratones hipertiroideos (T3/T4) presentan folículos más 
grandes formados por células aplanadas lo que se corresponde con un fenotipo característico de 
esta situación fisiológica. En estos tiroides, la expresión de βcatenina está reducida en comparación 
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con los tiroides de los ratones controles localizándose en las uniones adherentes. Por el contrario 
en los ratones hipotiroideos (MMI), que presentan folículos más pequeños y con células cuboidales, 
la expresión de βcatenina se encuentra aumentada con respecto a los controles, localizándose 
tanto en las uniones adherentes como en el citoplasma y núcleo de las células foliculares. 
Estos resultados junto con los obtenidos in vitro con líneas inmortalizadas y cultivos primarios 
demuestran que la TSH y el IGF1 regulan la localización y actividad de βcatenina. 
 
 
Fig.24-. Inmunodetección de βcatenina en el tiroides de ratón. Se obtuvieron secciones sagitales de glándulas tiroideas 
pertenecientes a ratones control (Eutiroideos), tratados con T3 y T4 (Hipertiroideos) y tratados con Metimazol (MMI)(Hipotiroideos). 
Posteriormente se detectó la expresión de βcatenina mediante inmunohistoquímica y se contratiñeron las secciones con hematoxilina.  
1.6-. TSH e IGF1 inducen proliferación de forma dependiente de βcatenina a través de la 
expresión de ciclinaD1 
En tirocitos de rata la TSH y el IGF1 inducen la entrada en la fase S del ciclo celular, a través de la 
expresión de los genes de ciclo celular c-myc y ciclinaD1 entre otros (Fusco, 1987; Pirson, 1996; 
Lewis, 2004; Fukushima, 2008). Este efecto lo confirmamos en nuestro sistema experimental de 
células PCCl3 (Fig 12 A). Ambos genes son dianas clásicas del complejo βcatenina/TCF (He, 1998; 
Tetsu, 1999). Por ello nos preguntamos si la βcatenina podía estar mediando los efectos de la TSH y 
del IGF1 en la proliferación celular tiroidea.  
Con el fin de demostrar esta hipótesis nos planteamos inhibir de forma estable la expresión de la 
βcatenina y analizar si este hecho afectaba a la proliferación inducida por los dos ligandos TSH e 
IGF1. Para ello infectamos células PCCl3 con lentivirus que contenían un shRNA control o un shRNA 
contra el mRNA de βcatenina (shscramble y shβcat respectivamente) obteniendo un 
silenciamiento cercano al 100% de la expresión de βcatenina (Fig 25 C). A continuación se midió la 
síntesis de DNA en respuesta a la TSH o al IGF1 mediante un ensayo de incorporación de BrdU. 
La disminución de los niveles de βcatenina redujo de forma significativa la síntesis de DNA 
inducida por TSH, IGF1 o ambos estímulos juntos, en comparación con las células control 
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(shscramble) o las células sin infectar (Fig 25 B). Estos datos indican que βcatenina es necesaria para 
la inducción de la síntesis de DNA en respuesta a los dos principales estímulos que regulan la 
proliferación celular tiroidea. Este hecho coincidió con la inhibición de la expresión de ciclinaD1 en 
respuesta ambos estímulos (Fig 25 C).  
El gen de la ciclinaD1 es activado en respuesta al complejo βcatenina/TCF, debido a que 
contiene una secuencia WRE en su promotor proximal (Tetsu, 1999). Para comprobar si la βcatenina 
estaba modulando la transcripción de dicha ciclina a través de la unión a TCF, se generaron células 
PCCl3 expresando de forma estable un dominante negativo de TCF4 (dnTCF4), al que no se une la 
βcatenina (Fuerer, 2010). Posteriormente se analizó la inducción de la ciclinaD1 en respuesta a TSH, 
IGF1 o ambos factores en esta línea celular. Como muestran los resultados, el bloqueo de la unión 
entre βcatenina y TCF, impidió la expresión de ciclinaD1 en respuesta a los distintos estímulos 
hormonales (Fig 25 D).  
 
 
Fig.25-. Efecto de la inhibición de la expresión de βcatenina sobre la síntesis de DNA. Panel A: Células PCCl3 fueron cultivadas en 
medio basal durante 48 h y posteriormente fueron mantenidas en el mismo medio (-) o tratadas con TSH, IGF1 o ambos factores (T+I) 
durante 12 h. Tras el tratamiento las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de los niveles de c-myc, 
ciclinaD1, p27 y β-actina como control de carga. Panel B y C: La expresión de βcatenina fue inhibida en células PCCl3 mediante la 
infección con lentivirus expresando un shRNA específico (shβcat) o un shRNA no codificante (ShScramble) como control. Panel B: Células 
PCCl3 sin infectar e infectadas con los lentivirus shβcat y shScramble fueron tratadas con nocodazol 0,4µg/µl durante 16 horas y 
posteriormente fueron cultivadas en medio basal (-) o en medio basal con TSH, IGF1 o ambos (T+I) durante 24 horas y tratadas con BrdU 
2h más. A continuación fueron fijadas y tratadas para medir la incorporación de BrdU. Los resultados muestran la incorporación de BrdU 
en unidades relativa como el número de veces de incorporación sobre los niveles (=1) de células sin tratamiento. Los datos representan 
la media±S.D. (n=8) de un ensayo representativo de 3 experimentos independientes. La significancia estadística de los datos se evaluó 
mediante un análisis t-test (two tailed). Las diferencias con respecto a las células shScramble se consideraron significativas cuando 
p<0,05 (*), p=0,01 a 0,001(**): p<0,001 (***); ns: no significativas. Panel C: Células PCCl3 sin infectar (wt) e infectadas con los lentivirus 
shβcat y shScramble fueron cultivadas en medio basal y a continuación fueron mantenidas en el mismo medio (-) o tratadas con TSH, 
Forsk o IGF1 (T, F, I) durante 12 horas. Posteriormente las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de 
ciclinaD1 y β-actina como control de carga. Se detectó la expresión de βcatenina como control del funcionamiento del shRNA. Panel D: 
Se sobre-expresó el dominante negativo TCF4 (Flag-dnTCF4) en células PCCl3 mediante la infección lentiviral del plásmido EdtP. Se 
infectaron células PCCl3 con el lentivirus shScramble como control (vector). Dichas células se cultivaron 48 horas en medio basal y a 
continuación se mantuvieron en el mismo medio (-) o fueron tratadas con TSH, Forsk e IGF1 durante 12 h. Posteriormente las células 
fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de ciclinaD1 y β-actina como control de carga. Se detectó la expresión de 
Flag como control de la expresión del Flag-dnTCF4. A, C y D Se muestra un Western-blot representativo de 3 experimentos 
independientes. 
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Con el fin de confirmar que la βcatenina era la responsable de la expresión de la ciclinaD1 en 
nuestro sistema celular, analizamos la expresión de dicha ciclina en líneas estables de células PCCl3 
que expresaban un mutante de βcatenina resistente a la degradación proteasomal denominado 
βcatenina4A (vector lentiviral E[beta]C descrito en materiales y métodos (Fuerer, 2010 #193). Este 
mutante, al no degradarse, se acumula en la fracción citoplasmática y nuclear donde activa la 
expresión de sus genes diana.  
Para generar esta línea infectamos células PCCl3 con el lentivirus E[beta]C que expresa la 
proteína βcatenina4A y la proteína fluorescente Cherry. Seleccionamos mediante citometría de 
flujo la población Cherry positiva (Fig 26 A) y para asegurarnos de que la proteína βcatenina4A se 
estaba expresando de forma apropiada analizamos el estatus de la vía Wnt en estas células 
utilizando las células negativas para la proteína Cherry como control. Como se muestra en la figura 
26 B y C esta línea celular expresaba más βcatenina y tenía una mayor activación basal de su 
actividad transcripcional en comparación con las células control, indicando que la βcatenina4A se 
estaba expresando de forma correcta (Fig 26 B y C).  
 
 
Fig.26-. Efecto de la sobre-expresión de βcatenina sobre la expresión de ciclinaD1. Panel A: Células PCCl3 fueron infectadas con el 
lentivirus que contenía el vector de expresión del mutante de βcateninaA4 y la proteína fluorescente Cherry (vector E[beta]Cherry). A 
continuación se seleccionaron las células Cherry positivas por citometría de flujo (población morada) utilizando las células negativas 
como control (población azul). Panel B: Células PCCl3 Cherry negativas (-) y positivas (+) se cultivaron en medio 6H y posteriormente se 
recolectaron para la detección mediante Western-blot de βcatenina y ATK1/2 como control de carga. Panel C: Células PCCl3 Cherry 
negativas (-) y positivas (+) fueron transfectadas con 1,2µg de Super8xTopFlash o Super8xFopFlash y 50 ng de pRL-CMV. Tras la 
transfección, las células fueron cultivadas durante 24h en medio 6H y transcurrido este tiempo las células fueron recogidas para 
determinación de la actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se calculó como unidades de luz normalizadas con respecto a la 
actividad renilla generada a partir del vector pRL-CMV. La actividad βcatenina/TCF específica se calculó obteniendo el ratio de las 
actividades de los promotores Top/Fop y es expresada de manera relativa como el número de veces de activación sobre los niveles (=1) 
de células Cherry negativas. Los datos representan la media±S.D. (n=3) de 2 experimentos independientes. La significancia estadística de 
los datos se evaluó mediante un análisis t-test (two tailed). Las diferencias con respecto a las células Cherry negativas se consideraron 
significativas cuando p<0,05 (*). Panel D: Células PCCl3 Cherry negativas (-) y positivas (+) fueron cultivadas en medio basal durante 48 h 
y a continuación fueron mantenidas en el mismo medio (-) o tratadas con TSH, Forsk o IGF1 (T, F, I) durante 12 horas. Posteriormente las 
células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de ciclinaD1 y AKT1/2 como control de carga. Se muestra un 
Western-blot representativo de 3 experimentos independientes. 
 
Posteriormente analizamos los niveles de expresión de ciclinaD1 en condiciones basales y en 
respuesta a TSH, Forsk e IGF1. Encontramos que la expresión de ciclinaD1 estaba aumentada tanto 
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en las células sin estimular como en las células estimuladas con TSH, Forskolina o IGF1 en 
comparación con los controles lo que confirmaba que la βcatenina regula la expresión de la 
ciclinaD1 (Fig 26 D).  
Este conjunto de datos indican que la βcatenina es necesaria para la inducción de la 
proliferación de las células tiroideas en respuesta a la TSH/cAMP y al IGF1 a través de la expresión de 
los genes de fase G1 como ciclinaD1. 
 
1.7-. βcatenina regula la expresión de Pax8 
Pax8 es un factor de transcripción de la familia paired-box crítico en el desarrollo de la glándula 
tiroidea y en el mantenimiento de la diferenciación del tiroides adulto. Pese a que se conoce que 
factores de transcripción como el Nkx2-1 y ligandos como la hormona TSH aumentan su expresión, 
no se conocen en detalle las señales que regulan la expresión de este factor durante la 
especificación tiroidea ni los mecanismos implicados en la acción de la TSH. El factor Pax8 también 
participa en la organogénesis de otros tejidos, como son el oído interno y el riñón. En este aspecto 
se describió la implicación de la vía Wnt/βcatenina en el desarrollo del riñón en ratas (Schmidt-Ott, 
2007). En dicho articulo se describió que la βcatenina regula la expresión de diversos genes de 
diferenciación renales, entre los que se encontraba Pax8. Además se identificaron en el promotor 
de Pax8 varias secuencias WRE a las que se unen los complejos βcatenina/TCF activando su 
expresión. Dado que como hemos demostrado previamente, la TSH promueve la actividad 
transcripcional de βcatenina/TCF, nos planteamos estudiar si Pax8 podría ser un gen diana de este 
complejo proteico en las células tiroideas. 
Para comprobar esta hipótesis analizamos la expresión de Pax8 en respuesta a TSH, Forskolina e 
IGF1 en las células PCCl3 controles así como en dichas células silenciadas para βcatenina. Como se 
observa en las células controles sin infectar o en las infectadas con el lentivirus shScramble, la TSH, la 
Forskolina y el IGF1 indujeron de forma eficiente la expresión de Pax8 (Fig 27 A). En células en 
donde la βcatenina se había interferido (shβcat), la expresión de Pax8 fue nula por lo que no se 
pudo detectar su inducción. Para analizar si este efecto era mediado a nivel transcripcional por los 
factores TCF, se analizó la inducción de Pax8 en respuesta a TSH, Forsk o IGF1 en células PCCl3 que 
expresaban el dominante negativo de TCF4. Como se muestra en la (Fig 27 B), la expresión del 
dnTCF4 redujo los niveles de Pax8.  
En línea con los resultados anteriores en células PCCl3 que expresan la forma de βcatenina 
resistente a degradación (βcateninaA4, Cherry+) los niveles basales de Pax8 se mantuvieron muy 
elevados aún en ausencia de TSH o Forskolina (Fig 27 C). El aumento en los niveles de la proteína 
Pax8 se debió a un aumento de la expresión de su mRNA como se muestra en la figura 27 D.  
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Fig.27-. Efecto de la inhibición de la expresión de βcatenina sobre la expresión de Pax8 y NIS. Panel A: La expresión de βcatenina 
fue inhibida en células PCCl3 mediante la infección con lentivirus expresando un shRNA específico (shbcat). Células PCCl3 sin infectar e 
infectadas con los lentivirus shβcat y shScramble fueron cultivadas en medio basal y a continuación fueron mantenidas en el mismo 
medio (-) o tratadas con TSH, Forsk o IGF1 (T, F, I) durante 12 horas. Posteriormente las células fueron recolectadas para la detección 
mediante Western-blot de Pax8 y β-actina como control de carga. Se detectó la expresión de βcatenina como control del funcionamiento 
del shRNA. Panel B: Se sobre-expresó el dominante negativo TCF4 (Flag-dnTCF4) en células PCCl3 mediante la infección lentiviral del 
plásmido EdtP. Se infectaron células PCCl3 con el lentivirus shScramble como control. Dichas células se cultivaron 48 horas en medio 
basal y a continuación se mantuvieron en el mismo medio (-) o fueron tratadas con TSH, Forsk e IGF1 durante 12 h. Posteriormente las 
células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de Pax8 y β-actina como control de carga. Se detectó  la expresión 
del péptido Flag como control de la expresión del Flag-dnTCF4. Paneles C, D y E: Células PCCl3 Cherry negativas (-) y positivas (+) fueron 
cultivadas en medio basal durante 48 h y a continuación fueron mantenidas en el mismo medio (-) o tratadas con TSH, Forsk o IGF1 
durante 12 horas. Panel C: Las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de Pax8, NIS y AKT1/2 como control 
de carga. Panel D y E: RNA fue extraído y retro-transcrito de células cherry negativas (-) y positivas (+) tratadas como se describe en C 
para la posterior detección mediante QPCR de los niveles del mRNA de Pax8 (D) y de NIS (E) relativos a la expresión de la β-actina. Los 
cambios de los niveles de mRNA con respecto a las células negativas fueron considerados significativos cuando p<0,05 (*), p=0,01 a 
0,001(**): p<0,001 (***); ns: no significativa. A, B y C: Se muestra un Western-blot representativo de 3 experimentos independientes. 
 
Acorde con el aumento de la expresión de Pax8, la expresión del mRNA y proteína de su gen 
diana NIS se encontró muy elevada en condiciones basales (Fig 27 C y D). 
Estos resultados demuestran que la βcatenina a través de la interacción con los factores de 
transcripción TCF/LEF regula la expresión de Pax8 en las células tiroideas. Es interesante destacar 
que el aumento en la expresión de Pax8 resultó en la alta expresión de un gen crítico en la función 
tiroidea como es NIS, lo que significa que la vía Wnt/βcatenina tiene un papel fisiológico no descrito 
previamente en tiroides.  
1.7.1-. Regulación del promotor de Pax8 
Con el objetivo de profundizar en la regulación de la expresión de Pax8 se estudió la presencia 
de sitios de unión de FT en su promotor mediante análisis in sílico utilizando la base de datos de 
factores de transcripción Transfact. Esté análisis reveló la existencia de secuencias consenso de 
unión para los factores de transcripción TCF/LEF y CREB así como una secuencia de unión para el 
factor de transcripción tiroideo Nkx2-1 (Fig 28 A). Además en un trabajo reciente de nuestro grupo 
en el que caracterizamos el transcriptoma de Pax8 mediante análisis de ChIP-Seq, se observó que 
Pax8 se unía a su promotor basal (Ruiz-Llorente, 2012). Utilizando la secuencia degenerada de 
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unión de Pax8 al DNA, que se definió en el anterior trabajo, encontramos un sitio putativo de unión 
situado en la misma región amplificada en el ChIP-Seq (Fig 28 A). 
En base a la localización de estas secuencias decidimos clonar distintos fragmentos del promotor 
de Pax8 de rata fusionado al gen de la luciferasa con el objetivo de estudiar su funcionalidad. Los 
fragmentos clonados se describen en la figura 28 B. Para comprobar la especificidad de las 
construcciones, estas se transfectaron en células tiroideas (PCCl3 y FRTL5) o en células de carcinoma 
de cervix que no expresaban Pax8 (HeLa). Como muestran los resultados estos promotores se 
activaron de forma específica en las células tiroideas mientras que su actividad fue comparable a la 
del vector control en las células Hela. Es de destacar que las construcciones que contenían el 
fragmento correspondiente a la región intrónica (pPax8-2, 4 y 6) presentaban mayor actividad que 
el resto de las construcciones en las células tiroideas (Fig 28 C). Este hecho es importante en 
nuestro trabajo ya que el intrón1 de Pax8 contiene un sitio de unión a TCF funcional como se ha 
descrito en células renales de rata (Schmidt-Ott, 2007). 
 
Fig.28-. Promotor basal de Pax8. Panel A: Representación esquemática del promotor basal de Pax8 de rata en el que están 
representados los sitios de unión putativos de los factores de transcripción TCF, Pax8, Nkx2-1 y CREB. Panel B: Representación 
esquemática de los fragmentos del promotor de Pax8 clonados en el vector pGL3basic. Panel C: Células Hela, FRTL5 y PCCl3 fueron 
transfectadas con 1,2µg de las construcciones 1-6 del promotor de Pax8, del promotor de Tiroglobulina (pTg) o del vector vacío 
pGL3basic como control y 50 ng de pRL-CMV. Tras la transfección las células fueron cultivadas durante 24h en medio completo y 
transcurrido este tiempo fueron recogidas para determinación de la actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se calculó como 
unidades de luz normalizadas con respecto a la actividad renilla generada a partir del vector pRL-CMV. La actividad específica de cada 
promotor es expresada de manera relativa como el número de veces de activación sobre los niveles (=1) de células transfectadas con el 
vector vacío pGL3basic. Los datos representan la media±S.D. (n=3) de 3 experimentos independientes. 
 
La construcción pPax8-6 incluía los sitios putativos de unión de Nkx2-1, Pax8 y CREB así como tres 
de los sitios putativos de unión de TCF. Para evaluar la funcionalidad de estas secuencias se co-
transfectaron células HeLa con esta construcción y vectores de expresión de los factores de 
transcripción indicados. Tanto Pax8 como Nkx2-1 activaron el promotor de Pax8 entre 6 y 9 veces, 
ejerciendo un efecto aditivo cuando se co-transfectaron juntos (Fig 29). La co-transfección con el 
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vector de expresión de CREB también activó el promotor de Pax8, duplicándose su activación 
cuando se co-transfectó junto con el vector de expresión de Pax8.  
Para estudiar la relevancia de los sitios TCF identificados en el promotor de Pax8, se co-
transfectaron células Hela con las distintas construcciones de dicho promotor junto con el vector 
de expresión de βcatenina. Dado que en nuestra experiencia el vector de expresión de la βcatenina 
wild type no había sido capaz de activar más de dos veces los promotores Top/Fop decidimos utilizar 
un mutante de βcatenina resistente a la degradación por el proteasoma (βcat-S33Y) con el que 
logramos una activación eficiente de dichos promotores dependientes de βcatenina (5-8 veces de 
activación). 
 
Fig.29-. Regulación de la actividad del promotor de Pax8 por Pax8, Nkx2-1 y CREB. Células Hela fueron transfectadas con 0,32 µg del 
promotor p6Pax8 y 25 ng de pRL-CMV y 0,3 µg de los vectores de expresión de Nkx2-1, CREB y Pax8, o del vector control pcDNA3.1. Tras 
la transfección las células fueron cultivadas durante 48h en medio completo y transcurrido este tiempo fueron recogidas para 
determinación de la actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se calculó como unidades de luz normalizadas con respecto a la 
actividad renilla generada a partir del vector pRL-CMV La actividad del promotor de Pax8 es expresada de manera relativa como el 
número de veces de activación sobre los niveles (=1) de células transfectadas con el vector control. Los datos representan la 
media±S.E.M. de 3 experimentos independientes. La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un análisis t-test (two 
tailed). Las diferencias con respecto a las células transfectadas con el vector control se consideraron significativas cuando p<0,05 (*), 
p=0,01 a 0,001(**),p<0,001 (***). 
 
Como se muestra en la figura 30, las contrucciones que contenían el fragmento intrónico (4 y 6) 
se activaron más que las que no lo contenían (3 y 5) cuando se co-transfectaron con βcat-S33Y, 
indicando la importancia del sitio WRE (a) (ver p3 vs. p4 y p5 vs. p6). Destacar que la construcción 
pPax8-5 no se activó de forma significativa en respuesta a βcat-S33Y indicando que los sitios WRE (b) 
y c no son relevantes en nuestro estudio. Sin embargo la presencia de los sitios WRE (d y e) 
incrementó significativamente la activación del promotor de Pax8 (ver p3 vs. p5), indicando que 
estos sitios son funcionales. 
Estos resultados demuestran que los complejos βcatenina/TCF aumentan la expresión de Pax8 
en respuesta a TSH a través de la activación de su promotor. Además sugieren que la TSH podría 
estar activando la expresión de Pax8 a través de la activación de CREB. Por último demuestran que 
Pax8 activa a su propio promotor y que coopera con Nkx2-1 a través de un nuevo sitio de unión para 
activar su expresión, un hecho que puede ser importante durante el desarrollo embrionario.  
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Fig.30-. Regulación de la actividad del promotor de Pax8 por βcatenina. Células Hela fueron transfectadas con 0,32 µg de los 
promotores 3-6 de Pax8 y 25 ng de pRL-CMV y 0,3 µg del vector de expresión de βcatenina-S33Y o del vector control pcDNA3.1. A la 
izquierda se muestra una representación esquemática de las deleciones del promotor usadas, marcando los sitios de unión de TCF 
(WRE)(a-e). Tras la transfección las células fueron cultivadas durante 48h en medio completo y transcurrido este tiempo fueron recogidas 
para determinación de la actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se calculó como unidades de luz normalizadas con respecto 
a la actividad renilla generada a partir del vector pRL-CMV. La actividad de cada promotor de Pax8 es expresada de manera relativa como 
el número de veces de activación sobre los niveles (=1) de células transfectadas con el vector control. Los datos representados 
gráficamente a la derecha son la media±S.D. de un ensayo representativo de 3 experimentos independientes. La significancia estadística 
de los datos se evaluó mediante un análisis t-test (two tailed). Las diferencias con respecto a las células transfectadas con el vector control 
se consideraron significativas cuando p<0,05 (*), p=0,01 a 0,001(**), ns: no significativas.  
1.8-. βcatenina regula la actividad de Pax8 
La TSH además de regular la expresión de Pax8 regula su actividad transcripcional. Se ha 
descrito que la TSH regula la unión de Pax8 al DNA a través de la modulación del estado redox de la 
célula (Kambe, 1996). Además se ha descrito que la PKA aumenta la actividad transcripcional de 
Pax8 (Baratta, 2009) pero no se han descrito los mecanismos implicados en esta regulación. 
Durante los ensayos de caracterización del promotor de Pax8 observamos que la co-transfección 
de βcatenina con Pax8 aumentaba la activación mediada por Pax8, mientras que no tenía efecto 
sobre la activación mediada por Nkx2-1 (Fig 31 A). Dado que la TSH induce la localización nuclear de 
la βcatenina de forma dependiente de PKA (Fig 14 A), nos planteamos estudiar si la βcatenina podía 
estar actuando como un co-activador transcripcional de Pax8.  
Para comprobar esta hipótesis se determinó la actividad transcripcional de Pax8 en presencia o 
ausencia del vector de expresión de βcat-S33Y en células HeLa, utilizando el vector Cp5-Luc que 
contiene 5 sitios de unión de Pax8 funcionales (Baratta, 2009). Como muestran los resultados, Pax8 
por si solo indujo un aumento de 40 veces en la actividad del promotor Cp5, que se incrementó 
hasta 140 veces cuando se co-transfectó junto a βcat-S33Y; la transfección del vector de expresión 
de βcat-S33Y solo no activó el promotor Cp5-luc (Fig 31 B). Estos datos sugieren que la βcatenina 
podría co-activar a Pax8. Para verificar que esto también ocurría en el promotor de un gen tiroideo 
y por tanto no artificial, se analizó el efecto de la co-transfección Pax8 y βcat-S33Y sobre la 
activación del promotor de NIS (rNUE2.8-NIS).  
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Fig.31-. Regulación de la actividad de Pax8 por βcatenina. Células Hela fueron transfectadas con 0,32 µg de los promotores: p6Pax6 
(Panel A), Cp5-Luc (Panel B) o rNUE-2.8-NIS (Panel C), 25 ng de pRL-CMV y 0,25 µg de los vectores de expresión de βcatenina-S33Y, Pax8 
y Nkx2-1 o del vector control pcDNA3.1. Tras la transfección las células fueron cultivadas durante 48h en medio completo y transcurrido 
este tiempo fueron recogidas para determinación de la actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se calculó como unidades de 
luz normalizadas con respecto a la actividad renilla generada a partir del vector pRL-CMV. La actividad de cada promotor es expresada de 
manera relativa como el número de veces de activación sobre los niveles (=1) de células transfectadas con el vector control. Los datos 
representan la media±S.E.M. de 3 experimentos independientes. La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un análisis t-
test (two tailed). Las diferencias con respecto a las células transfectadas solo con Pax8 se consideraron significativas cuando p<0,05 (*), 
p=0,01 a 0,001(**), p<0,001 (***), ns: no significativas. 
 
Como muestran los resultados la co-transfección de la βcat-S33Y también aumentó la actividad 
transcripcional de Pax8 sobre el promotor de NIS, pero no modificó la actividad del promotor 
cuando se transfectó sola, confirmando los resultados anteriores (Fig 31 C). 
Para comprobar si esta co-activación estaba conservada en un contexto tiroideo, analizamos la 
acción de la TSH y su agonista Forskolina sobre el promotor Cp5-Luc y el rNUE2.8-NIS en ausencia o 
presencia del vector de expresión de βcat-S33Y. De acuerdo con los resultados anteriores, la 
expresión de βcat-S33Y aumentó de forma significativa la activación de ambos promotores tanto en 
respuesta a la TSH como a la Forskolina (Fig 32 A y B).  
Estos resultados apuntan a una cooperación entre βcatenina y Pax8 en la activación de los genes 
diana de Pax8. Para demostrar esta hipótesis analizamos la interacción física entre ambas proteínas 
mediante ensayos de co-inmunoprecipitación. Con ese fin obtuvimos extractos nucleares de células 
PCCl3 cultivadas en medio completo 6H (situación en la que se está expresando Pax8 y βcatenina se 
encuentra localizada en el núcleo), inmunoprecipitamos Pax8 utilizando un anticuerpo específico y 
detectamos mediante WB la presencia de βcatenina en el inmunocomplejo. Como se muestra en la 
figura 32 C βcatenina co-precipita junto con Pax8 confirmando dicha interacción física. 
 62 
 
Fig.32-. Regulación de la actividad de Pax8 por βcatenina en respuesta a TSH. Células PCCl3 fueron transfectadas con 0,32 µg de 
Cp5-Luc (Panel A) o rNUE-2.8-NIS (Panel B) y 50 ng de pRL-CMV y 0,25 µg del vector de expresión de βcatenina-S33Y o del vector control 
pcDNA3.1. Tras la transfección las células fueron cultivadas durante 48h en medio basal y a continuación fueron mantenidas en el mismo 
medio (-) o tratadas con TSH o Forskolina durante 24h. Transcurrido este tiempo las células se recogieron para determinación de la 
actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se calculó como unidades de luz normalizadas con respecto a la actividad renilla 
generada a partir del vector pRL-CMV. La actividad de cada promotor es expresada de manera relativa como el número de veces de 
activación sobre los niveles (=1) de células sin tratar y transfectadas con el vector control. Los datos representan la media±S.D. (n=3) de 
un ensayo representativo de 3 experimentos independientes. La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un análisis t-
test (two tailed). Las diferencias con respecto a las células transfectadas con el vector control se consideraron significativas cuando 
p<0,05 (*), p=0,01 a 0,001(**), p<0,001 (***), ns: no significativas. Panel C: Se obtuvieron extractos nucleares de células PCCl3 y se 
inmunoprecipitaron (IP) con tres anticuerpos distintos de Pax8 (1, 2 y 3) o un anticuerpo anti IgG como control. Posteriormente se 
detectó la presencia de βcatenina en el inmunocomplejo mediante Western-blot. El carril primero es el input (Extractos nucleares) y el 
carril segundo es la IP no específica. Se muestra un Western-blot representativo de 3 experimentos independientes. 
 
2-. Función de la vía Wnt/βcatenina en cáncer de tiroides 
Como hemos descrito en la introducción, la vía Wnt/βcatenina se encuentra constitutivamente 
activada en el 50% de los tumores de tiroides pobremente diferenciados y anaplásicos debido a la 
aparición de mutaciones en los genes de la βcatenina o la Axina (Garcia-Rostan, 1999; Garcia-Rostan, 
2001; Ishigaki, 2002). Estas mutaciones impiden la correcta degradación de la βcatenina por lo que 
se acumula en el citoplasma y núcleo de las células tumorales activando la expresión de genes 
relacionados con proliferación. Así se ha correlacionado la expresión de la ciclinaD1, gen diana de la 
βcatenina, con la localización nuclear de esta última y con un mayor índice proliferativo 
(Lazzereschi, 1998; Ishigaki, 2002; Meirmanov, 2003; Rezk, 2004; Zhang, 2011). 
En tumores diferenciados, papilares y foliculares (CPT y CFT respectivamente), se ha 
correlacionado de forma positiva la disminución de la expresión de βcatenina en la membrana 
plasmática y su localización en el citoplasma con un aumento del índice proliferativo (Garcia-
Rostan, 2001). Contrariamente a lo que cabría esperar, dado que la βcatenina solo se ha detectado 
en el citoplasma de las células de estos tumores, se ha relacionado dicha localización con la 
expresión de ciclinaD1. Además resultados obtenidos in vitro han demostrado que el 
reordenamiento RET/PTC (solo presente en carcinomas papilares) induce la estabilización de la 
βcatenina por mecanismos independientes de factores Wnt, a través de la activación de las vías 
PI3K/Akt y MAPK (Castellone, 2009). La expresión de RET/PTC induce la acumulación nuclear y la 
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actividad transcripcional de la βcatenina habiéndose descrito que la inhibición de la expresión de 
esta última reduce la capacidad tumorigénica de las células que expresan RET/PTC (Gujral, 2008). 
Todos estos resultados sugieren que la vía Wnt/βcatenina podría tener un papel funcional en los 
tumores diferenciados (papilares y foliculares).  
2.1-. El expresión del oncogén HRASV12, pero no la de BRAFV600E, induce la activación de la 
vía Wnt/βcatenina 
Dado que el reordenamiento RET/PTC se encuentra tan solo en el 20% de los CPT y debido a la 
importancia de la vía Wnt/βcatenina en carcinogénesis, nos planteamos analizar la activación de 
dicha vía en respuesta a la expresión de los oncogenes HRAS y BRAF dos de los genes que aparecen 
mutados con mayor frecuencia en el cáncer de tiroides diferenciado. 
Para llevar a cabo este estudio utilizamos las células PC-HRAS y PC-BRAF descritas en el apartado 
de “Líneas celulares”. Este sistema nos permite inducir de forma condicional la expresión de dichos 
oncogenes en las células PCCl3, mediante la adicción de doxiciclina al medio de cultivo. Ha sido 
previamente descrito que la sola activación de estos oncogenes promueve la transformación de 
estas líneas, por lo que suponen un buen modelo para estudiar los eventos iniciales de la 
carcinogénesis de las células tiroideas (Saavedra, 2000; Mitsutake, 2005).  
Dado que en las células transfectadas con el oncogen RET/PTC, la βcatenina se estabiliza en parte 
a través de la inhibición de la GSK3β, en primer lugar analizamos su fosforilación en la serina 9 en las 
células PC-HRAS y PC-BRAF estimuladas con doxiclina durante 48 horas. 
Los resultados indicaron que las células PC-HRAS en presencia de doxiciclina expresaban niveles 
mayores de GSK3β fosforilada que los controles sin doxiciclina (Fig 33 A). Por el contrario en las 
células PC-BRAF no se detectaron cambios en la fosforilación de GSK3β. Estos resultados indicaban 
que la expresión del oncogén HRAS, pero no de BRAF, inducía la inhibición de GSK3β.  
Para comprobar si este hecho afectaba a la estabilidad y/o localización de la βcatenina, se analizó 
la expresión de βcatenina en extractos totales y nucleares de células PC-HRAS y PC-BRAF en 
ausencia o presencia de doxiciclina. 
Como se muestra en la figura 30 B tanto la expresión del oncogén HRAS como la de BRAF 
aumentó moderadamente los niveles totales de βcatenina. Sin embargo la expresión de HRAS y no 
de BRAF resultó en un aumento de βcatenina en la fracción de proteína nuclear (Fig 33 C). Esté 
último resultado fue confirmado analizando la localización subcelular de βcatenina mediante 
inmunofluorescencia indirecta (Fig 33 D).  
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Fig.33-. Regulación de la expresión y localización de βcatenina en repuesta a la expresión de HRASV12 y BRAFV600E. Células PC-
BRAF y PC-HRAS fueron cultivadas 48 horas en medio basal y a continuación fueron mantenidas en el mismo medio (-) o se trataron con 
doxiciclina durante 48 h. Panel A y B: Tras el tratamiento, las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de los 
niveles de pGSK3β y de GSK3β (A) o de βcatenina (B). Se detectaron los niveles de pERK y ERK como control de la activación de los 
oncogenes HRAS y BRAF. Panel C: Se obtuvieron extractos nucleares o citoplasmático de células PC-HRAS y PC-BRAF y se analizó 
mediante Western-blot los niveles de βcatenina en cada fracción. Se detectaron los niveles de α-tubulina y CTCF como control de carga 
de los extractos citoplasmáticos y nucleares respectivamente y para controlar la pureza de cada fracción. Se detectaron los niveles de 
pERK como control de la activación de los oncogenes HRAS y BRAF. Se muestra un ensayo representativo de 3 experimentos 
independientes. Panel D: Se determinó la localización subcelular de βcatenina mediante inmunofluorescencia, utilizando un 
microscopio confocal con un objetivo de 63 aumentos. Se muestran una serie de fotografías representativas de 3 experimentos 
independientes en las que se observa la inmunodetección de βcatenina y su superposición con la tinción nuclear (DAPI).  
 
Posteriormente analizamos si el aumento de la βcatenina en el núcleo se correlacionaba con un 
aumento de su actividad transcripcional. Para ello se transfectaron las células PC-HRAS y PC-BRAF 
con los promotores Top/Fop y se midió su activación tras inducir la expresión de HRAS y BRAF 
durante 24 y 48 horas, utilizando el Li como control positivo. Los resultados indicaron que la 
expresión de HRAS indujo una fuerte activación de los promotores dependientes de βcatenina/TCF 
que aumentó con el tiempo de expresión del oncogén (Fig 34 A). En el caso de BRAF solo se observó 
una ligera activación tras 48 horas de expresión de dicha proteína.  
Con el objetivo de confirmar estos resultados co-transfectamos células HeLa con los vectores de 
expresión de HRASV12 y BRAFV600E y medimos la activación de los promotores Top/Fop. Los resultados 
indicaron que la expresión de HRAS activaba dichos promotores, mientras que la de BRAF no (Fig 34 
B).  
En conclusión estos resultados indican que la expresión del oncogén HRASV12, pero no la del 
BRAFV600E, induce la inhibición de GSK3β hecho que correlaciona con un aumento en la expresión 
de βcatenina en el núcleo y un aumento de su actividad transcripcional.  
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Fig.34-. Regulación de la actividad transcripcional de βcatenina en repuesta a la expresión de HRASV12 y BRAFV600E. Panel A: 
Células PC-BRAF y PC-HRAS fueron transfectadas con 1,2µg de Super8xTopFlash o Super8xFopFlash y 50ng de pRL-CMV. Tras la 
transfección las células fueron cultivadas en medio basal durante 48h y a continuación fueron mantenidas en el mismo medio (-) o fueron 
tratadas con doxiciclina durante 24 y 48 h o con LiCl como control positivo durante 48h. Transcurrido este tiempo las células se 
recogieron para la determinación de la actividad luciferasa y renilla. Panel B: Células Hela fueron transfectadas con 1,2µg de 
Super8xTopFlash o Super8xFopFlash y 50ng de pRL-CMV y 0,5µg de los vectores de expresión de HRASV12 y BRAFV600E o el vector 
pcDNA3.1 como control. Tras la transfección fueron cultivadas en medio completo durante 48 horas y posteriormente se recogieron para 
la determinación de la actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa se calculó como unidades de luz normalizadas con respecto a 
la actividad renilla generada a partir del vector pRL-CMV. La actividad βcatenina/TCF específica se calculó obteniendo el ratio de las 
actividades de los promotores Top/Fop y es expresada de manera relativa como el número de veces de activación sobre los niveles (=1) 
de células transfectadas con el promotor Super8xFop. Los datos representan la media±S.D. (n=3) de una transfección representativa de 3 
experimentos independientes. La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un análisis t-test (two tailed). Las diferencias 
entre células las células PC-BRAF y PC-HRAS (A) o con respecto a las células transfectadas con el vector control (B) se consideraron 
significativas cuando p<0,05 (*), p=0,01 a 0,001(**), p<0,001 (***), ns: no significativas. 
 
2.2-. La vía PI3K, pero no MAPK, regula la expresión de βcatenina en células tumorales 
tiroideas humanas a través de su fosforilación en la serina 552 
Para continuar con este estudio decidimos analizar el estatus de la vía Wnt/βcatenina en un 
panel de células tumorales tiroideas humanas que contenían las mutaciones de los genes más 
frecuentes encontrados en el cáncer de tiroides y que representaban los tres tipos de carcinoma de 
tiroides (papilar, folicular y anaplásico). Estas líneas celulares y sus mutaciones se resumen en la 
tabla 5.  
Para llevar acabo este objetivo se analizó tanto la localización subcelular de βcatenina como su 
actividad transcripcional. Como control positivo de la localización nuclear así como de la actividad 
transcripcional de βcatenina utilizamos las células de carcinoma de colon HT29 que contienen una 
mutación en el gen APC inhibidor de la vía Wnt por lo que contienen esta vía constitutivamente 
activada.  Como control negativo utilizamos las células epiteliales tiroideas humanas inmortalizadas 
NthyORI cuyo crecimiento es independiente de hormonas (TSH)(Lemoine, 1989).  
Como se muestra en la figura 35 (ver paneles con asterisco blanco) la línea de carcinoma papilar 
BCPAP así como las líneas de carcinoma anaplásico 8505c, T238 y Cal62 expresaron βcatenina 
exclusivamente en la membrana citoplasmática como las células NthyORI. Las líneas WRO y FRO (ver 
paneles asterisco naranja) procedentes de carcinoma folicular y anaplásico respectivamente, 
expresaron βcatenina tanto en la membrana plasmática como en el citoplasma, presentando una 
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Fig.35-. Localización subcelular de βcatenina en líneas celulares tumorales tiroideas humanas. Las líneas celulares indicadas fueron 
sembradas sobre cubreobjetos y cultivadas en medio completo durante 48 horas. A continuación fueron fijadas y se determinó la 
localización subcelular de βcatenina mediante inmunofluorescencia, utilizando un microscopio confocal con un objetivo de 63 
aumentos. Se muestran una serie de fotografías representativas de 3 experimentos independientes en las que se observa la 
inmunodetección de βcatenina (flechas) y su superposición con la tinción nuclear (DAPI). Asteriscos blancos: indican las líneas celulares 
que expresan βcatenina en la membrana plasmática. Asteriscos verdes: indican las lineas celulares que expresan βcatenina en el núcleo. 
Asteriscos naranjas: indican las líneas celulares que expresan βcatenina en la zona perinuclear. 
 
acumulación llamativa en la región peri-nuclear. Por último las células de carcinoma papilar TPC1, 
las de carcinoma folicular FTC133, las de carcinoma papilar KTC1 y las de carcinoma anaplásico 
SW1736, Hth7, Hth83 y C643 (ver paneles con asterisco verde) expresaron βcatenina en el núcleo.  
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Posteriormente analizamos la actividad transcripcional 
de βcatenina en varias de estas líneas tumorales, mediante 
la transfección de los promotores Top/Fop anteriormente 
descritos. La actividad transcripcional de βcatenina fue muy 
homogénea en todas las líneas celulares analizadas (Fig 36). 
Ninguna de estas líneas parecía tener la vía Wnt 
constitutivamente activada ya que en las células HT29 con 
mutaciones en componentes de la vía Wnt los promotores 
Top/Fop se activan más de 4 veces mientras que los valores 
en líneas celulares tumorales tiroideas nunca superaron las 
2 veces de activación. 
 
 
Tabla.5-. Líneas celulares tumorales tiroideas  
humanas y las mutaciones descritas. 
 
Fig.36-. Actividad transcripcional de βcatenina en líneas 
celulares tumorales tiroideas humanas. Las líneas celulares, 
indicadas en la tabla 4, fueron transfectadas con 1,2µg de 
Super8xTopFlash o Super8xFopFlash y 50ng de pRL-CMV. Tras la 
transfección las células fueron cultivadas en medio completo 
durante 48h y posteriormente se recogieron para la 
determinación de la actividad luciferasa y renilla. La actividad 
luciferasa se calculó como unidades de luz normalizadas con 
respecto a la actividad renilla generada a partir del vector pRL-
CMV. La actividad βcatenina/TCF específica se calculó obteniendo 
el ratio de las actividades de los promotores Top/Fop y es 
expresada de manera relativa como el número de veces de 
activación sobre los niveles (=1) de células transfectadas con el 
promotor Super8xFop. Los datos representan la media±S.D. (n=3) 
de una transfección representativa de 3 experimentos 
independientes. 
 
 
Las células TPC1 contienen el reordenamiento RET/PTC, el cual se ha descrito que estabiliza 
βcatenina aumentando su actividad transcripcional (Castellone, 2009), pero ni siquiera en estas 
células nosotros detectamos activación de los promotores Top/Fop. Sin embargo si que observamos 
una acumulación de βcatenina en el núcleo comparable a la de las células TCP1 en las líneas Hth83, 
Hth7 y C643 que coincide con la presencia de mutaciones en Ras y en las células FTC133 que 
presentan funcionalmente inactivado PTEN. Por ello nos preguntamos si esta localización nuclear y 
la activación basal de la transcripción de βcatenina podrían tener alguna relevancia funcional en 
estas líneas tumorales.  
Para estudiar esta hipótesis decidimos utilizar las células FTC133 debido a que presentaban altos 
niveles de βcatenina nuclear y a que fueron las células con mayor activación basal de los 
promotores Top/Fop. 
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Fig.37-. Regulación de la expresión de βcatenina por AKT. Panel A: Las  líneas celulares indicadas fueron cultivadas en medio 
completo durante 48h y a continuación recolectadas para analizar por Western-blot la expresión de pβcat S552, βcatenina, pAKT, pERK y 
AKT1/2 y ERK. Panel B: Células PC-HRAS y PC-BRAF fueron cultivadas en medio basal durante 48h y a continuación fueron mantenidas en 
el mismo medio (-) o tratadas con doxiciclina durante 48h. Tras el tratamiento fueron recolectadas para analizar por Western blot la 
expresión de pβcat S552 y βcatenina y de AKT1/2 y ERK. Además se detectó la expresión de pAKT y pERK como control de la actividad de 
los oncogenes HRAS y BRAF. Panel C: Células FTC133 fueron cultivadas en medio basal durante 12 horas y a continuación fueron tratadas 
con DMSO o Akti1/2 durante los tiempos indicados. Tras el tratamiento las células se recogieron para analizar por Western-blot la 
expresión de pβcat S552, βcatenina, AKT1/2 y β-actina como control de carga. Se analizó la expresión de pAKT como control de la 
eficiencia del inhibidor Akti1/2. A, B y C: Se muestra un Western-blot representativo de 3 experimentos independientes. Panel D: Células 
tiroideas FTC133 y de colon HT29 fueron transfectadas con con 0,3µg de Super8xTopFlash o Super8xFopFlash y 50ng de pRL-CMV. Tras la 
transfección las células fueron cultivadas en medio completo durante 12h y a continuación fueron tratadas con DMSO, Akti1/2 o UO126 
durante 24h. Tras el tratamiento las células se recogieron para la determinación de la actividad luciferasa y renilla. La actividad luciferasa 
se calculó como unidades de luz normalizadas con respecto a la actividad renilla generada a partir del vector pRL-CMV. La actividad 
βcatenina/TCF específica se calculó obteniendo el ratio de las actividades de los promotores Top/Fop y es expresada de manera relativa 
como el número de veces de activación sobre los niveles (=1) de células transfectadas con el promotor Super8xFop. Los datos 
representan la media±S.D. (n=3) de una transfección representativa de 3 experimentos independientes. 
 
En un primer análisis observamos que estás células expresaban niveles muy elevados de 
βcatenina, comparables a los de las células HT-29 y a las TPC-1(Fig 37 A). Además esta βcatenina 
estaba fosforilada en la serina 552 específicamente en las células FTC133. Como se describió en el 
apartado anterior dicha fosforilación favorece la entrada de βcatenina al núcleo y por tanto su 
actividad transcripcional.  
En células tiroideas diferenciadas esta fosforilación es mediada en respuesta a la TSH y al IGF1 a 
través de las quinasas PKA y Akt. Pero en las células tumorales la vía del cAMP/PKA se encuentra 
suprimida por la activación de oncogenes como HRAS (De Vita, 2005; Baratta, 2009). Teniendo en 
cuenta estos precedentes y puesto que las células FTC133 presentan una activación muy elevada de 
la vía PI3K/Akt nos planteamos estudiar si la βcatenina estaba siendo fosforilada y estabilizada a 
través de la actividad de las quinasas PI3K/Akt. Para comprobar esta hipótesis tratamos las células 
FTC133 con un inhibidor de Akt (Akti1/2) y analizamos la expresión de βcatenina fosforilada en el 
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residuo S552 a distintos tiempos de tratamiento con dicho inhibidor. Los resultados indicaron que 
tanto la fosforilación de βcatenina como su expresión disminuyeron de forma dependiente del 
tiempo de inhibición de Akt, indicando que dicha quinasa estaba regulando la expresión de 
βcatenina (Fig 37 B). Con el proposito de analizar si este hecho afectaba a la actividad 
transcripcional de βcatenina, se midió la actividad Top/Fop de células FTC133 tratadas con los 
inhibidores de Akt y MEK. Como muestran los resultados la inhibición de Akt indujo una 
disminución de los niveles Top/Fop mientras que la de MEK no se alteró (Fig 37 C), indicando que la 
inhibición de Akt pero no de MEK afectaba a la actividad transcripcional de βcatenina. 
El oncogén BRAF activa la vía de las MAPK mientras que el HRAS activa ambas vías, MAPK y PI3K. 
Por ello quisimos analizar si la expresión del oncogén HRAS inducía la fosforilación de βcatenina en 
las células PC-HRAS. Como se muestra en la figura 37 D, la expresión del oncogén HRAS, pero no de 
BRAF indujo la fosforilación de la βcatenina.  Estos datos reforzaban la implicación de la vía PI3K/Akt 
en la regulación de la βcatenina. Con el fin de reforzar la confirmación de nuestra hipótesis, 
evaluamos la expresión de βcatenina en respuesta Akti1/2 y UO126 dos inhibidores de Akt y MEK 
respectivamente, en las líneas celulares tumorales utilizadas anteriormente.  
Como se muestra en la figura 38 tanto la fosforilación como la expresión de βcatenina fueron 
dependientes de la actividad de Akt en las líneas Hth74, Hth7 y KTC-1. En las líneas C643 y SW1736 la 
expresión de βcatenina fue dependiente de Akt, mientras que su fosforilación fue casi indetectable. 
Por último en la línea TCP1 de acuerdo con lo publicado (Cassinelli, 2009) la expresión de βcatenina 
fue dependiente tanto de la actividad de Akt como de la de MEK.  
 
 
Fig.38-. Regulación de la expresión de βcatenina por Akt y Mek. Las líneas celulares indicadas fueron cultivadas en medio basal 
durante 12h y a continuación fueron tratadas con DMSO, Akti1/2 o UO126 durante 24h. Tras el tratamiento las células se recogieron para 
analizar por Western-blot la expresión de pβcat S552, βcatenina, pGSK3β, GKS3β, Akt1/2 y ERK. Se detectó la expresión de pAkt y pERK 
como control de la eficiencia de los inhibidores Akti1/2 y UO126. Se muestra un Western-blot representativo de 3 experimentos 
independientes. 
 
En las líneas C643, Hth74, Hth7, KTC1, T238 y Cal62 la inhibición de Akt también disminuyó la 
fosforilación de GSK3β, mientras que la inhibición de Mek no, indicando que GSK3β se inhibe a 
través de Akt en estás líneas tumorales. Sin embargo en las células TPC1 la fosforilación de GSK3β 
fue dependiente de Akt y Mek como está publicado (Cassinelli, 2009).  
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Es de destacar que la expresión de βcatenina fue regulada por Akt únicamente en aquellas 
células que expresaron βcatenina en la fracción nuclear (TPC1, FTC133, KTC1, SW1736, C643, Hth74 
y Hth7), mientras que en las células que expresaron βcatenina en la membrana plasmática (T238, 
BCPAP y Cal62) no se observó dicha regulación. 
Estos datos no solo confirman el papel de Akt en la estabilización de la βcatenina, sino que 
sugieren que la vía de las MAPK no estaría implicada en dicho efecto. Este hecho concuerda con los 
resultados que habíamos obtenido en las células PC-HRAS y PC-BRAF. Esta estabilización estaría 
mediada por la fosforilación directa de βcatenina en la S552, pero también a través de la inhibición 
de la GSK3β. 
2.3-. El silenciamiento de βcatenina inhibe la síntesis de DNA a través de la inducción de 
senescencia en células tumorales tiroideas humanas 
La expresión de βcatenina en el citoplasma y en el núcleo de los distintos tipos de carcinoma de 
tiroides se ha relacionado con la expresión de su gen diana ciclinaD1 y con un mayor índice 
proliferativo (Garcia-Rostan, 2001). Dado que la vía PI3K/Akt es una de las vías más importantes en 
cáncer de tiroides y que como se ha demostrado en el apartado anterior, regula la expresión de la 
βcatenina, nos planteamos investigar si la expresión de esta última tendría un papel relevante para 
la proliferación de las células tumorales tiroideas. Con el fin de estudiar esta hipótesis inhibimos la 
expresión de βcatenina en células FTC133 mediante shRNA específicos y evaluamos su efecto sobre 
la proliferación. 
Para ello infectamos células FTC133 con lentivirus que contenían un shRNA contra el mRNA de 
βcatenina (shβcat) o un shRNA control no codificante (shScramble) y realizamos ensayos de 
incorporación de BrdU como medida de la síntesis de DNA y la entrada en fase S del ciclo celular. 
Como muestran los resultados la inhibición de la expresión de βcatenina fue cercana a un 100% 
en comparación con las células control (Fig 39 A). Esta inhibición fue evidente 4 días después de la 
infección y además estable, ya que se mantuvo hasta los 30 días.  
Los resultados de incorporación de BrdU mostraron que el silenciamiento de βcatenina 
disminuyó en un 50% la síntesis de DNA en comparación con los controles (Fig 39 B) y esto coincidió 
con un descenso del crecimiento celular (Fig 39 C). Resultados similares se obtuvieron inhibiendo la 
expresión de βcatenina en las líneas C643, Hth83, Hth7 y Hth74 (Fig 39 D). 
Para asegurarnos de que este efecto era debido a las funciones de βcatenina en transcripción y 
no en adherencia celular, generamos células FTC133 expresando de forma estable el dominante 
negativo de TCF4 anteriormente descrito. Los resultados mostraron una disminución significativa 
en la síntesis de DNA (Fig 39 B). En conjunto estos resultados indicaron que la βcatenina a través de 
su interacción con TCF4 está implicada en la proliferación de las células FTC133. 
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Fig.39-. Efecto del silenciamiento de βcatenina sobre la síntesis de DNA. Panel A: Células FTC133 fueron infectadas con los lentivirus 
shβcat y shScramble, seleccionadas con puromicina y a continuación cultivadas en medio completo durante 4 o 30 días. Posteriormente 
fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de βcatenina y β-actina como control de carga. Se indica el % de inhibición 
obtenido tras el tratamiento. Panel B: Células FTC133 sin infectar o infectadas con los lentivirus shscramble, shβcat y EdtP(Flag-dnTCF4) 
fueron cultivadas en medio completo durante 24h y tratadas con BrdU durante 2h más. A continuación fueron fijadas y tratadas para 
medir la incorporación de BrdU. En el panel de la izquierda se representan los resultados de incorporación de BrdU de manera relativa 
como el número de veces de incorporación sobre los niveles (=1) de células infectadas con el lentivirus shScramble. Los datos 
representan la media±S.E.M. de 3 experimentos independientes. En el panel de la derecha se muestra la expresión de βcatenina, αFlag 
como control de la interferencia de βcatenina y de la expresión del Flag-TCF4 y de β-actina como control de carga. Panel C: Se cultivaron 
células FTC133 infectadas con los lentivirus shscramble y shβcat en medio completo y se detuvo su crecimiento a los tiempos indicados. 
Se estimó el crecimiento celular como la densidad relativa de células de cada grupo experimental en el mismo periodo de tiempo( 24h) a 
lo largo de 4 días. Cada punto representa la media±S.E.M. de 2 experimentos independientes realizados en duplicado. Panel D: Células 
C643, Hth83, Hth7 y Hth74 fueron infectadas con los lentivirus shSchramble y shβcat y seleccionadas con puromicina. A continuación las 
células fueron cultivadas en medio completo durante 24h y tratadas con BrdU 2h más. Posteriormente fueron fijadas y tratadas para 
medir la incorporación de BrdU. Los resultados muestran la incorporación de BrdU de manera relativa como el número de veces de 
incorporación sobre los niveles (=1) de células infectadas con el lentivirus shScramble. En el panel inferior se muestra la expresión de 
βcatenina como control de su interferencia y la de β-actina como control de carga. Los datos representan la media±S.D. (n=8) un ensayo 
representativo de 3 experimentos independientes. La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un análisis t-test (two 
tailed). Las diferencias con respecto a las células infectadas con el lentivirus shScramble se consideraron significativas cuando p<0,05 (*), 
p=0,01 a 0,001(**): p<0,001 (***); ns: no significativas.  
 
Posteriormente analizamos la expresión de la ciclinaD1 en las células FTC133 silenciadas. En 
contra de lo esperado, la expresión de ciclinaD1 se encontraba elevada con respecto a los controles 
(Fig 40 A). Pero además la expresión de los inhibidores de ciclo celular p27KIP también se 
encontraba elevada en las células silenciadas (Fig 40 A), lo que en parte explicaba la inhibición 
observada en la síntesis de DNA.  
Los resultados obtenidos indicaban que el silenciamiento de βcatenina inducía una disminución 
de la proliferación pero también un aumento de la expresión de ciclinaD1 gen diana de βcatenina y 
proteína implicada en el ciclo celular. Estos datos contradictorios nos llevaron a tratar de entender 
que estaba ocurriendo. Tras una lectura exhaustiva de la bibliografía, plateamos como un posible 
efecto la inducción de senescencia. La senescencia es un proceso celular que se desencadena en 
 72 
algunos casos en respuesta a distintos tipos de estrés celular y que induce una parada proliferativa 
estable. Esta parada proliferativa a nivel molecular se caracteriza por la sobre expresión de genes 
inhibidores del ciclo celular como p21Cip1, p16INK4a, p14ARF o p27KIP (Li, 1998), pero además en 
fibroblastos se ha relacionado con un aumento de la expresión de la ciclinaD1 (Fukami-Kobayashi, 
1998; Burton, 2007). 
 
 
Fig-40-. Efecto del silenciamiento de βcatenina sobre el crecimiento de las células FTC133. Células FTC133 fueron infectadas con los 
lentivirus shβcat y shScramble, seleccionadas con puromicina y cultivadas en medio completo durante 4 días. Posteriormente las células 
fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de βcatenina, cilinaD1, p27 y β-actina como control de carga (panel A) o 
fueron fijadas para la posterior detección de la expresión de la β-gal-AS mediante tinción con X-gal (panel B). En el panel superior se 
muestra una imagen representativa de 3 experimentos independientes y en el panel inferior el porcentaje de células β-gal-SA positivas 
como indicador del % de senecencia. La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un análisis t-test (two tailed). Los 
cambios con respecto a las células infectadas con el lentivirus control fueron considerados significativos cuando p<0,05 (*), p=0,01 a 
0,001(**): p<0,001 (***); ns: no significativa. 
 
Dado que éstas características eran las que ocurrían en las células en las que silenciamos la 
expresión de βcatenina, decidimos analizar si dichas células eran senescentes. Para ello evaluamos 
la expresión de la β-galactosidasa ácida asociada a senescencia (β-gal-SA) en las células FTC133 
silenciadas y en sus controles. Como muestran los resultados la inhibición de la expresión de 
βcatenina indujo un aumento significativo del porcentaje de células β-gal-SA positivas en 
comparación con los controles (Fig 27 B), indicando que el silenciamiento de βcatenina promovía la 
senescencia en las células FCT133.  
En conjunto estos resultados indican que βcatenina es importante para la proliferación de las 
células tumorales tiroideas, ya que la inhibición de su expresión promueve la parada proliferativa a 
través de la inducción de la senescencia. 
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2.4-. El silenciamiento de la βcatenina induce la expresión de la E-cadherina en células 
FTC133 a través de la represión de la expresión de factores de transcripción de EMT e inhibe 
la invasión celular 
Los cambios moleculares que capacitan a las células tumorales para migrar e invadir de forma 
local o larga distancia tejidos fuera del tumor primario se engloban en un proceso conocido como 
transición epitelio-mesénquima (EMT). Dicho proceso conlleva cambios en la expresión génica que 
van a promover la pérdida del fenotipo epitelial y la adquisición de uno mesenquimal. Este fenotipo 
puede ser inducido en respuesta a factores secretables como TGFβ, EGF o factores Wnt entre otros 
(Peinado, 2007). Uno de los primeros eventos que caracterizan la EMT es la pérdida de la expresión 
de la cadherina epitelial o E-cadherina. La inhibición de la expresión de dicho gen es llevada a cabo 
por varios factores de transcripción como βcatenina/TCF, Snail, Slug, TWIST o ZEB1/2 a través de la 
unión a secuencias específicas en su promotor. 
La inhibición de la expresión de E-cadherina es un evento que tiene lugar durante el proceso de 
tumorogénesis tiroidea. En nuestro laboratorio se ha descrito que BRAF a través de la secreción de 
TGFβ o de la activación de las MAPK inhibe la expresión de E-cadherina (Riesco-Eizaguirre, 2009; 
Knauf, 2011). Pero no se han descrito los mecanismos implicados en la represión de E-cadherina en 
tumores que contienen una sobre-activación de la vía PI3K/Akt. Como hemos demostrado la vía 
PI3K regula la expresión de βcatenina, una de las proteínas responsables de la inhibición de E-
cadherina. Por ello nos propusimos estudiar el papel de βcatenina en la regulación de E-cadherina.  
El análisis de la expresión de E-cadherina en células FTC133 en las que se había silenciando la 
expresión de βcatenina mostró que se encontraba elevada tanto a nivel de RNA como de proteína 
en comparación con sus controles (Fig 41 A y B) indicando que la βcatenina estaba implicada en la 
represión de E-cadherina en las células FTC133.  
Además de reprimir la expresión de E-cadherina los complejos βcatenina/TCF promueven la EMT 
a través de la expresión de los factores de transcripción Slug y TWIST (Howe, 2003; Sakai, 2005). Por 
ello analizamos la expresión de dichos factores transcripción. Como muestran los resultados su 
expresión se encontraba reducida en las células sin βcatenina (Fig 41 B). En consecuencia también 
se encontró disminuida la expresión de los genes de EMT, de N-cadherina y ZEB1, genes diana de 
TWIST y Slug respectivamente (Alexander, 2006; Wels, 2011). 
Además la expresión del factor de transcripción Snail también se encontró disminuida en las 
células sin βcatenina pese a que no es diana directa de los complejos βcatenina/TCF. Por el 
contrario la expresión de otros genes mesenquimales como Fibronectina o Vimentina no se 
encontró alterada por la inhibición de la expresión de βcatenina. 
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Fig.41-. Efecto del silenciamiento de βcatenina sobre la EMT y la capacidad invasiva. Células FTC133 fueron infectadas con los 
lentivirus shβcat y shScramble, seleccionadas con puromicina y a continuación fueron cultivadas en medio completo durante 4 días. 
Posteriormente las células fueron recolectadas para la detección mediante Western-blot de βcatenina, E-cadherina y β-actina como 
control de carga (Panel A) o para la extracción de RNA total (panel B). El RNA fue retro-transcrito para la posterior detección mediante 
QPCR de los niveles de mRNA de E-cadherina, Slug, TWIST, Zeb1, N-cadherina, Snail, Vimentina, Fibronectina y βcatenina relativos a la 
expresión de la β-actina. Panel C. Células FTC133 shScramble y shβcat fueron sometidas al ensayo de invasividad utilizando transwells 
cubiertos con matrigel durante 22 horas. El gráfico de la izquierda muestra el porcentaje de células que invaden con respecto al control 
(100%). Las fotografías de la derecha muestran un campo representativo de cada línea celular. Se muentra la media±S.D. de un ensayo 
realizado por duplicado. La significancia estadística de los datos se evaluó mediante un análisis t-test (two tailed). Los cambios con 
respecto a las células infectadas con el lentivirus control fueron considerados significativos cuando p<0,05 (*), p=0,01 a 0,001(**). 
 
El proceso de EMT capacita a las células tumorales para migrar e invadir los tejidos adyacentes. 
Para determinar como el silenciamiento de βcatenina afectaba la capacidad de invadir de las células 
FTC133, realizamos ensayos de invasividad en matrigel utilizando un sistema de transwell. Como 
muestran los resultados el silenciamiento de la expresión de βcatenina inhibió la invasividad de las 
células FTC133 en comparación con las células control (shScramble), como indica la reducción del 
número de células que invaden (Fig 41 C). 
Estos resultados indicaban que la βcatenina participa en la regulación de la transición Epitelio-
Mesénquima a través de la regulación de los factores de transcripción Slug y TWIST y promoviendo 
un cambio de expresión de cadherinas que contribuye a la capacidad invasiva de las células 
tumorales tiroideas. 
2.5- El silenciamiento de la βcatenina reduce el crecimiento tumoral de las células FTC133 
Finalmente analizamos la implicación de la βcatenina en el crecimiento tumoral. Para ello 
silenciamos de nuevo la expresión de βcatenina en las células FTC133 utilizando los lentivirus 
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shβcat y las inyectamos en el flanco de ratones inmuno-comprometidos NOD-SCID utilizando como 
control células FTC133 infectadas con el lentivirus shscramble.  
Debido al lento crecimiento de las células FTC133 silenciadas no nos fue posible obtener 
grandes grupos experimentales por lo que los resultados obtenidos no son estadísticamente 
significativos a falta de aumentar el número de ratones en el ensayo. Pese a esto, los resultados 
preliminares muestran una drástica reducción del volumen del tumor en las células FTC133 
silenciadas cuando las comparamos con sus controles (Fig 42 A). Para comprobar si la expresión de 
βcatenina continuaba inhibida en los tumores shβcatenina, se analizó mediante 
inmunofluorescencia la presencia de dicha proteína. Como se muestra en la figura 42 B, la expresión 
de βcatenina se encuentra muy reducida en los tumores shβcatenina en comparación con los 
controles. 
Estos resultados son muy prometedores y a falta de ser confirmados, indicarían que la βcatenina 
es imprescindible para el crecimiento tumoral de las células FTC133. 
 
Fig.42-. Efecto del silenciamiento de la expresión de βcatenina sobre el crecimiento tumoral. Células FTC133 fueron infectadas con 
los lentivirus shβcatenina y shScramble, seleccionadas con puromicina y a continuación fueron cultivadas en medio completo durante 4 
días. Posteriormente fueron inyectadas en el flanco de ratones NOD-SCID y tras dos meses extrajeron los tumores y se midió su volumen 
(mm3). Panel A: Se representa el volumen de 3 tumores obtenidos. Panel B: Detección de la expresión de βcatenina mediante 
inmunofluorescencia en los tumores shScramble y shβcatenina, utilizando un microscopio confocal con un objetivo de 40 aumentos. Se 
muestran una serie de fotografías representativas en las que se observa la inmunodetección de βcatenina y su superposición con la 
tinción nuclear (DAPI). 
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Funciones Wnt-independientes de la βcatenina en la proliferación y 
diferenciación de la glándula tiroidea 
TSH e IGF1 regulan la localización y actividad transcripcional de la βcatenina 
Los factores Wnt regulan procesos tan distintos como son la proliferación, diferenciación, 
migración y polaridad celular tanto en el desarrollo embrionario como en los tejidos adultos y su 
alteración se ha relacionado con procesos patológicos como el cáncer. Esta diversidad funcional se 
debe a que dichos factores pueden activar 3 vías de señalización diferentes, que van a producir 
efectos totalmente distintos sobre la célula. Así a través de la activación de la vía canónica o 
Wnt/βcatenina, estos factores regulan la proliferación y diferenciación celular, mientras que la 
activación de las vías no canónicas o Wnt/Ca2+ y PCP regulan procesos relacionados con la migración 
y la polaridad celular. La vía mejor estudiada hasta el momento y en la que nos hemos centrado en 
este trabajo es la vía canónica cuya activación lleva a la acumulación de la proteína βcatenina en el 
núcleo. 
Durante el desarrollo embrionario la vía Wnt/βcatenina es fundamental para el establecimiento 
del eje antero-posterior y la diferenciación del mesodermo del embrión (Haegel, 1995; Huelsken, 
2000; Morkel, 2003). Así los ratones knock out para factores Wnt como Wnt1 o para el gen Ctnnb1 
(que codifica para la proteína βcatenina) son letales embrionarios debido a que sufren graves 
defectos durante la gastrulación. Además la generación de ratones knock out condicionales ha 
permitido estudiar el efecto de la pérdida de la función de esta vía en tejidos específicos y se ha 
descrito que es necesaria para el correcto desarrollo del sistema nervioso, riñón y las extremidades 
entre otros (Soshnikova, 2003; Zechner, 2003; Park, 2007).  
En los tejidos adultos la función de la vía canónica es la de mantener la homeostasis tisular. En los 
tejidos Wnt-dependientes como el epitelio del intestino y el folículo piloso (Wong, 1998; DasGupta, 
1999) dicha vía regula la activación y proliferación de las células madre y la posterior diferenciación 
de las células derivadas de estas (Merrill, 2001; Pinto, 2003). Así la vía canónica mantiene el tamaño 
e identidad de algunos tejidos regulando su proliferación y diferenciación. 
El evento clave que promueve la activación de esta vía es la acumulación en el núcleo de la 
proteína βcatenina. Como hemos explicado en detalle en la introducción el mecanismo de 
activación de esta ruta implica la desestabilización del llamado “complejo de destrucción” de 
βcatenina. En este complejo las quinasas CKI y GSK3β fosforilan de forma secuencial a la βcatenina 
en el extremo c terminal, lo que promoverá que sea reconocida y ubiquitinada por la ubiquitin 
ligasa β-Trcp y a continuación degradada por el proteasoma. Por lo tanto la desestabilización de 
dicho complejo impide la fosforilación de βcatenina y en consecuencia su degradación, de forma 
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que la proteína βcatenina sintetizada de novo quedará estabilizada en la fracción citoplasmática y 
nuclear de las células sobre las que actúan los factores Wnt. En este trabajo hemos descrito un 
novedoso mecanismo de estabilización de βcatenina de manera independiente de los factores Wnt, 
a través de modificaciones postraduccionales inducidas por la hormona TSH y el factor de 
crecimiento IGF1 en las células tiroideas. La TSH y el IGF1 a través de la activación de las vías de la 
PKA y de la PI3K/Akt van a fosforilar a GSK3β en la ser 9 y a βcatenina en las serinas 552 y 675 
favoreciendo la estabilización de esta última y aumentando su actividad transcripcional (Fig 43). 
Lo poco que se conoce del papel de estas fosforilaciones sobre la función de la βcatenina se ha 
descrito en sistemas heterólogos (Tian, 2004; Hino, 2005; Taurin, 2006; Fang, 2007) pero cada día 
están cobrando más relevancia sobre todo en situaciones patológicas como el cáncer (Kobielak, 
2007; Guturi, 2012; Zhu, 2012). En este trabajo describimos la regulación de βcatenina en respuesta 
a dos estímulos fisiológicos, la TSH y el IGF1, y su papel en la proliferación de las células tiroideas 
normales.  
Varios trabajos han demostrado que la PKA induce la fosforilación de βcatenina en la S675 
aunque los efectos sobre su estabilidad varían. Algunos trabajos indican que dicha fosforilación 
inhibe su ubiquitinación y degradación (Hino, 2005) mientras que otros no (Taurin, 2006), pero la 
βcatenina fosforilada en este residuo tiene una mayor capacidad transcripcional ya que favorece su 
unión a la histona acetil transferasa CBP (Taurin, 2006). In vivo el trabajo realizado por van Veelen et 
al. demuestra que dicha fosforilación se favorece cuando βcatenina ha sido previamente fosforilada 
en la Y654 (van Veelen, 2011). Esta última fosforilación debilita la unión de βcatenina con las 
cadherinas e induce su localización en el citoplasma donde posteriormente será fosforilada por 
PKA. En cuanto a la fosforilación en la S552 se sabe que es sustrato de PKA pero se conoce poco 
acerca de su papel (Taurin, 2006). La fosforilación en este residuo se ha relacionado más con la 
activación de la vía PI3K, ya que también es sustrato de Akt (Tian, 2004; Fang, 2007). Varios trabajos 
han descrito que la fosforilación de βcatenina se induce en un contexto tumoral en respuesta a 
factores de crecimiento como HGF o EGF a través de la activación de Akt (Fang, 2007; Kobielak, 
2007; Vermeulen, 2010). Dicha fosforilación va a debilitar la unión de βcatenina con las cadherinas y 
a favorecer su interacción con la proteína 14-3-3ζ que a su vez la translocará al núcleo donde 
además βcatenina tiene una mayor actividad transcripcional (Tian, 2004; Fang, 2007).  
Como hemos descrito en las células tiroideas, en estado de quiescencia, la βcatenina se localiza 
en las uniones adherentes. En este trabajo describimos como la estimulación fisiológica con 
hormona la TSH y el factor de crecimiento IGF1 regulan la localización de βcatenina y su actividad 
transcripcional a través de su fosforilación en los residuos que acabamos de describir. TSH induce la 
fosforilación de βcatenina en los residuos de S552 y 675 a través de la activación de la quinasa PKA. 
A su vez, IGF1 induce la fosforilación de βcatenina en la S552 de forma dependiente de la activación 
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de Akt. La inducción de estas fosforilaciones coinciden con un rápido aumento de la βcatenina en el 
citoplasma y núcleo de las células tiroideas detectable a los 15 minutos de estimulación con TSH o 
IGF1 (datos no mostrados) que también es dependiente de la activación de las vías de la PKA y de la 
PI3K.  
 
Fig 43-. Representación esquemática de la regulación de βcatenina por la TSH y el IGF1 y de los procesos regulados por la 
βcatenina en células tiroideas diferenciadas. La TSH a través de la activación de la PKA y Akt, y el IGF1 activando Akt, inhiben a la 
GSK3β. Simultáneamente la activación de PKA por TSH y la de Akt por IGF1 induce la fosforilación de la βcatenina en la S552 que se 
encuentra localizada en las uniones adherentes, debilitando su interacción con las cadherinas y favoreciendo su localización en el 
citoplasma. En el citoplasma PKA la fosforilará en la S675 y posteriormente será transportada al núcleo por mecanismos aun 
desconocidos pero, que pueden implicar a la proteína 14-3-3ζ. En el núcleo βcatenina interacciona y aumenta la actividad transcripcional 
de los factores de transcripción TCF, activando la expresión de genes relacionados con proliferación (ciclinaD1) y o con diferenciación 
(Pax8), o del factor de transcripción Pax8, activando la expresión de genes de diferenciación como NIS. Las flechas indican activación y las 
líneas truncadas inhibición. 
 
En línea con la observación de que la βcatenina se acumulaba en el citoplasma de las células 
tiroideas, encontramos que GSK3β se estaba inhibiendo en respuesta a TSH e IGF1. GSK3β es uno de 
los reguladores negativos de βcatenina y tanto la TSH como el IGF1 inducían su inhibición a través 
de su fosforilación en la serina 9 de forma dependiente de las quinasas PKA y PI3K/Akt. Diferentes 
estudios habían relacionado la inhibición de la quinasa GSK3β con un aumento de la proliferación 
de las células tiroideas (Tasevski, 2000; Chen, 2010). Nuestros resultados apoyan esta idea ya que 
GSK3β es inhibida en respuesta a los dos principales estímulos proliferativos de dichas células. Pese 
a que TSH e IGF1 inhiben a GSK3β los niveles de expresión de βcatenina no varian en respuesta a 
estos estímulos. Estudiamos las fosforilaciones de βcatenina en el extremo N-terminal para 
comprobar si la inhibición de GSK3β afectaba a la estabilidad de βcatenina y no detectamos 
variación en las fosforilaciones mediadas por GSK3β. Sin embargo si detectamos un aumento en la 
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fosforilación mediada por CK1 en la S45, tanto en respuesta a TSH como a Forskolina, que no se 
correlacionaba con una disminución de la proteína total. Algunos trabajos han sugerido que PKA 
fosforila a βcatenina en la S45 sin afectar a la estabilidad de la proteína (Kang, 2002; Hino, 2005) 
pero son necesarios más estudios para evaluar su función.  
La acumulación en el núcleo de βcatenina finalmente resulta en la activación transcripcional de 
los promotores dependientes de βcatenina/TCF. La activación de los promotores Top/Fop no fue 
muy elevada pero si reproducible y similar a la inducida por el factor Wnt3A en las líneas celulares 
utilizadas. Esta evidencia indicaba que es una activación fisiológica y no patológica como la que 
ocurre en las células tumorales y suficiente para ejercer un efecto proliferativo como discutiremos 
más adelante. El hecho de que no hayamos podido detectar la expresión de ningunos de los Wnt 
activadores de la vía canónica en nuestro sistema celular y de que no detectemos un aumento de 
los niveles totales de βcatenina nos lleva a pensar que se trata de un mecanismo independiente de 
factores Wnt, aunque son necesarios más estudios para confirmar esta hipótesis. Para ello en 
próximos ensayos analizaremos el efecto de la expresión de inhibidores de los factores Wnt como 
DKK1 o SFRP sobre la acumulación de βcatenina en el núcleo en respuesta a TSH e IGF1. 
Con estos datos proponemos un mecanismo mediante el cual la TSH y el IGF1 fosforilarían a 
βcatenina en la S552 liberándola de las uniones adherentes. Posteriormente se acumularía en el 
citoplasma donde no sería degradada porque GSK3β se encuentra inhibida y podría ser fosforilada 
en otros residuos como la S675 y finalmente se translocaría al núcleo donde activará la expresión de 
sus genes diana (Fig 43). Los datos obtenidos utilizando cultivos primarios de tirocitos de ratón 
indicarían que este mecanismo está conservado en un modelo más fisiológico, ya que la forskolina 
es capaz de inducir la fosforilación de βcatenina y su localización nuclear, datos que reforzarían 
nuestra hipótesis inicial. Como ya comentamos en los resultados, estas células pierden la expresión 
del TSHR por lo que no pudimos evaluar el efecto de la TSH. La expresión del TSHR no esta regulada 
por la propia TSH (Medina, 2000b) por lo que es posible que necesite alguna otra señal secretada de 
forma paracrina por las células parafoliculares. Y por último los ratones hipotiroideos que expresan 
altos niveles de TSH en sangre, tienen niveles elevados de βcatenina en el citoplasma y núcleo de 
las células foliculares indicando que in vivo TSH también regula la localización de βcatenina. 
Estos resultados en parte son contrarios a lo descrito en el trabajo de Kim et al  en el que 
proponen que la TSH regula la expresión de Wnt1 y éste aumenta la proliferación de las células 
tiroideas a través de la activación de vías no canónicas (Kim, 2007). Nosotros no detectamos la 
expresión de Wnt1 en las células PCCl3 ni en las FRTL5 (utilizadas en el trabajo mencionado)(Fig 13 y 
datos no mostrados). Además Wnt1 es típicamente un activador de la vía canónica. No descartamos 
la implicación de las vías no canónicas en la regulación de las células tiroideas, ya que hemos 
detectado niveles muy elevados de expresión de factores Wnt no canónicos como Wnt4, Wnt5A o 
Wnt11 (Fig 13) y su expresión se encuentra alterada en cáncer de tiroides (Kremenevskaja, 2005; De 
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Menna, 2012), pero se necesitan más estudios para entender su función. En aquel trabajo también 
estudiaron los niveles de βcatenina en respuesta a TSH, observando que los niveles totales no 
varían, pero si que disminuye la βcatenina no fosforilada en los residuos diana de CK1 y 
GSK3β (βcatenina activa). Estos datos concuerdan con los nuestros, ya que vemos un aumento de 
βcatenina fosforilada en la S45 en respuesta a TSH e IGF1, pero aquí además hemos analizado la 
localización de βcatenina, observando que aumenta en el núcleo en respuesta a ambos ligandos.  
Implicación de la βcatenina en la proliferación inducida por TSH e IGF1 
El conocimiento de las vías de señalización y mecanismos moleculares implicados en la 
regulación de la proliferación de las células tiroideas nos puede ayudar a comprender lo que ocurre 
durante el proceso de transformación celular, ya que muchas de estas vías de señalización están 
activadas de forma aberrante en los tumores de tiroides. La TSH y el IGF1 regulan la proliferación de 
las células tiroideas adultas induciendo la entrada en la fase G1 del ciclo celular y la transición G1/S 
(Burikhanov, 1996). Hasta el momento se han implicado diversas vías de señalización como la vía de 
la PKA (Medina, 2000c), la PI3K (Saito, 2001), MAPK (Burikhanov, 1996) y mTOR (Blancquaert, 2010) 
en dicha respuesta proliferativa, siendo las dos primeras rutas las mejor descritas y las que parecen 
tener mayor relevancia en una situación fisiológica. Además diversos trabajos in vitro e in vivo han 
demostrado que es necesaria la estimulación conjunta con TSH e IGF1 para que haya una síntesis de 
DNA eficiente y las células tiroideas proliferen correctamente.  
La transición G1/S se induce a través de la activación de la expresión de los genes de ciclo celular 
ciclinaD1 y D3 (Tramontano, 1986a; Isozaki, 1987; Pirson, 1996; Lewis, 2004; Fukushima, 2008). La 
expresión de dichos genes es imprescindible para inducir posteriormente la expresión de los genes 
responsables de la síntesis de DNA y por tanto de la replicación del mismo, por ello es importante 
conocer los mecanismos que lo regulan. En este trabajo demostramos que la βcatenina está 
implicada en la expresión de su gen diana ciclinaD1 (He, 1998; Tetsu, 1999) en respuesta a TSH e 
IGF1 y en la proliferación inducida por estos factores. Previamente habíamos demostrado que la 
βcatenina se estabiliza en el citoplasma y núcleo de las células tiroideas en respuesta a TSH e IGF1 y 
lo hace a tiempos muy cortos de estimulación y de forma dependiente de la PKA y de la PI3K/Akt. 
Mediante ensayos de pérdida y ganancia de función hemos demostrado que βcatenina es uno de los 
factores que regula la expresión de ciclinaD1 en respuesta a estos ligandos en las células tiroideas. 
El silenciamiento de la expresión de βcatenina mediante el uso de shRNA lentivirales redujo la 
expresión de ciclinaD1 en respuesta a TSH e IGF1 y en consecuencia la síntesis de DNA como se ha 
demostrado mediante ensayos de incorporación de BrdU. Este efecto ocurre a través de la 
interacción con los factores de transcripción TCF, ya que la sobre-expresión de un dominante 
negativo de TCF4 también redujo la expresión de ciclinaD1 en respuesta a ambos estímulos. Por el 
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contrario la sobre-expresión de una βcatenina resistente a la degradación proteasomal indujo la 
expresión de la ciclinaD1 aun en ausencia de TSH e IGF1, confirmando que ciclinaD1 es un gen diana 
de la βcatenina en nuestro sistema celular. 
En conjunto estos datos indican que la βcatenina se acumula en el núcleo en respuesta a TSH e 
IGF1 donde posteriormente va a activar la expresión del gen de ciclo celular ciclinaD1 mediando así 
la señal proliferativa inducida por la TSH y el IGF1. Estos resultados sitúan a la βcatenina como un 
efector común de la vía de la PKA y de la PI3K/Akt y añaden un novedoso mecanismo de regulación 
de la proliferación de las células tiroideas. Además los resultados descritos recientemente en 
nuestro laboratorio añaden otro nuevo factor FoxO1 a la regulación hormonal de la proliferación de 
los tirocitos (Zaballos, 2013). Este es un factor de transcripción que actúa como un gen supresor 
tumoral ya que inhibe la proliferación celular mediante la regulación de genes como el inhibidor 
de ciclo p27 (Medema, 2000). Se expresa en los núcleo de las células tiroideas en estado de 
quiescencia y mediante la activación de PI3K/Akt en respuesta a TSH e IGF1, FoxO1 es translocado al 
citoplasma donde posteriormente es degradado por el proteasoma. 
Estos resultados junto con los descritos en este trabajo nos permiten proponer un modelo 
mediante el cual la TSH y el IGF1 activando la vía de la PKA y de la PI3K respectivamente fosforilan a 
βcatenina liberándola de las uniones adherentes acumulándose en el núcleo donde se unirá a los 
factores de transcripción TCF activando la expresión de genes pro-proliferativos. Por otro lado los 
mismos ligandos activando la vía de la PI3K inducen la fosforilación y exclusión del núcleo de FoxO1 
dejándose de expresar genes inhibidores de la progresión del ciclo celular como p27. En conjunto 
estos datos aportan nuevos conocimientos sobre los mecanismos implicados en la regulación 
fisiológica de la proliferación de las células tiroideas y nos permite hacernos una idea de los 
mecanismos que participan en la carcinogénesis tiroidea donde estas rutas están activadas de forma 
aberrante. 
Los adenomas tóxicos son lesiones benignas que se desarrollan por la activación aberrante de la 
vía AC-cAMP inducidas por la aparición de mutaciones activadores en el TSHR o en las proteínas Gαs. 
Sería interesante analizar la expresión de βcatenina en estos tumores, ya que dichas lesiones 
contienen una hiperactivación de la vía AC-cAMP-PKA y un aumento en la proliferación que 
correlaciona con la expresión de ciclinaD1 (Saiz, 2002). 
Implicación de la βcatenina en la diferenciación de las células tiroideas 
Para que la glándula tiroidea sea funcional y sintetice y secrete HT de forma correcta, las células 
foliculares deben de expresar las denominadas proteínas de diferenciación tiroidea que son el 
TSHR, NIS, TPO y Tg. La expresión de estos genes está regulada por los factores de transcripción 
tiroideos Pax8, Nkx2-1 y FoxE1. Estos se comienzan a expresan en el día 8.5 del desarrollo 
embrionario de ratón en respuesta a estímulos aun sin identificar, pero de forma independiente de 
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hormonas ya que el receptor de TSH y la propia TSH no se comienza a expresar hasta el día E14 y 15.5 
respectivamente (Lazzaro, 1991; Postiglione, 2002). A partir del día 15.5 la regulación de los FT 
tiroideos pasa a ser dependiente de la TSH. Se ha descrito que dicha hormona regula la expresión de 
estos FT a través de la activación del factor de transcripción CREB (Nguyen, 2000) pero existen 
muchas lagunas acerca de esta regulación ya que el ratón KO del receptor de TSH continua 
expresando los FT tiroideos (De Felice, 2004), por lo que se ha sugerido la implicación de otras 
señales en la regulación de dichos FT. Sin embargo la expresión de los genes de diferenciación NIS y 
TPO es completamente dependiente de la presencia de TSH (De Felice, 2004). En este trabajo nos 
hemos centrado en el estudio de la regulación del factor de transcripción Pax8. Durante el 
desarrollo embrionario Pax8 está involucrado en la proliferación y supervivencia de los 
progenitores tiroideos (Mansouri, 1998). En el tiroides adulto datos de nuestro laboratorio han 
demostrado que Pax8 también es importante para la proliferación tiroidea (Rossi, 1995) y 
recientemente en el congreso europeo de tiroides se han confirmado estos datos (Di Palma, 2012) 
y se han presentado evidencias de que también juega un papel en la supervivencia y diferenciación 
tiroidea (Di Palma, 2012; Marotta, 2012). Su relevante papel en diferenciación se debe a que es 
necesario para la expresión del factor de transcripción FoxE1 y de los genes de TPO, Tg y NIS (Pasca 
di Magliano, 2000). Pese a la importancia de este factor de transcripción no se conocen las señales 
que lo regulan durante el desarrollo embrionario, ni los mecanismos implicados en su regulación 
por TSH.  
Pax8 se expresa en otros tejidos como el riñón en el que la vía Wnt/βcatenina tiene un papel 
importante para su desarrollo ya que activa la expresión de varias proteínas de diferenciación entre 
las que se encuentra Pax8 (Park, 2007; Schmidt-Ott, 2007). En este trabajo presentamos evidencias 
de que la βcatenina también regula la expresión de Pax8 en las células tiroideas. Mediante 
experimentos de pérdida de expresión de βcatenina hemos demostrado que dicha proteína es 
necesaria para la expresión de Pax8 y parte de esta regulación la media interaccionando con los 
factores de transcripción de la familia TCF. Por otro lado los resultados obtenidos sobre-expresando 
el mutante de βcatenina resistente a la degradación han demostrado que activa la expresión de 
Pax8 aun en ausencia de TSH reforzando nuestros resultados. Además con el fin de ahondar en la 
regulación de Pax8, clonamos distintos fragmentos de su región promotora, en la que previamente 
habíamos identificado in silico sitios de unión para distintos factores de transcripción. Realizando 
co-transfecciones transitorias con el vector de expresión de βcatenina, demostramos que el 
promotor de Pax8 contiene al menos 3 sitios putativos de unión de TCF y que son funcionales por 
que se activan en respuesta a βcatenina. En estudios futuros demostraremos la interacción in vivo 
de βcatenina con el promotor de Pax8 en células tiroideas mediante ensayos de 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). 
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Estos resultados indican que la βcatenina regula la expresión de Pax8 en células tiroideas. Como 
ya hemos mencionado no se conocen las señales que activan la expresión de Pax8 durante el 
desarrollo embrionario y se ha sugerido que vías de señalización como la Shh, FGF o Wnt podrían 
estar regulando este proceso (De Felice, 2011). Los resultados presentados indican que la βcatenina 
activa la expresión de Pax8, por lo que la vía Wnt canónica podría estar regulando a este gen 
también durante el desarrollo embrionario. Hasta ahora no se ha estudiado el efecto del 
silenciamiento de βcatenina durante el desarrollo de la glándula tiroidea. El único trabajo que 
describe algo al respecto menciona que el ratón KO de βcatenina o Wnt2 (uno de los Wnt 
canónicos) no presenta defectos en la expresión de Nkx2-1 en el esbozo tiroideo en el día E9.5 del 
desarrollo embrionario, pero no analizan la expresión de Pax8 (Goss, 2009). En los experimentos de 
silenciamiento de βcatenina no detectamos diferencias en la expresión de Nkx2-1 (datos no 
mostrados), por lo que en nuestro sistema experimental este gen no es diana de βcatenina. Si esto 
ocurriera también in vivo (en ráton), los resultados presentados en dicho trabajo (Goss, 2009) no 
descartarían que la expresión de Pax8 pudiese estar afectada. En estudios futuros analizaremos si la 
vía Wnt/βcatenina participa en el desarrollo embrionario del tiroides. Para llevar acabo este 
proyecto hemos obtenido embriones del ratón transgénico Top-gal (DasGupta, 1999). Dicho ratón 
expresa el gen testigo de la βgalactosidasa bajo el control del promotor dependiente de los 
complejos βcatenina/TCF, Top, de forma que los tejidos en los que la vía Wnt esté activada serán 
positivos a la tinción con X-gal. Para distinguir si la vía canónica esta implicada en la especificación 
del esbozo tiroideo o en la fase proliferativa que se da posteriormente, analizaremos embriones de 
E7.5 y E8.5 o embriones de E14.5 respectivamente. Los datos presentados en este trabajo, junto con 
los futuros experimentos nos ayudarán a entender el papel de la vía Wnt canónica en el tiroides y 
aclarará si esta vía es importante durante el desarrollo embrionario.  
En el estudio del promotor de Pax8 también describimos sitios de unión funcionales de los 
factores de transcripción CREB, Nkx2-1 y del propio Pax8. Hasta el momento se había descrito que la 
expresión de Pax8 se activaba en respuesta a TSH y se proponía que era a través del factor del 
transcripción CREB, pero no se había identificado la secuencia de unión de este FT (Medina, 2000b). 
Los resultados obtenidos indican que existe un sitio CRE localizado en el promotor basal de Pax8 
que se activa cuando transfectamos el vector de expresión de CREB. Mediante ensayos de 
mutagénesis confirmaremos la funcionalidad de este sitio de unión. Estos resultados explicarían la 
activación de la expresión de Pax8 en respuesta a la TSH. También identificamos en dicho promotor 
un sitio de unión funcional de Pax8 y Nkx2-1. Hasta ahora se había descrito que Nkx2-1 regula la 
expresión de Pax8 durante el desarrollo embrionario a través de un enhancer situado en el 
extremo 5´ del gen de Pax8 (Parlato, 2004; Nitsch, 2010). Además se había propuesto la existencia 
de un bucle positivo de regulación de Pax8 en el que este FT se uniría a su propio promotor 
activando su expresión, pero no se había identificado dicha secuencia. En el trabajo de Ruiz-
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Llorente et al., mediante ChIP-Seq describimos que Pax8 se une a una secuencia localizada en su 
promotor basal. En dicho trabajo se obtuvo una secuencia consenso de unión de Pax8, mediante la 
cual pudimos identificar el sitio al que se unía Pax8 que coincidía con la secuencia encontrada en el 
ChIP-seq (Ruiz-Llorente, 2012).  
Mediante ensayos de transfección transitoria con los vectores de expresión de Pax8 y Nkx2-1 
hemos confirmado la funcionalidad de estos sitios, describiendo la activación sinérgica del 
promotor de Pax8 cuando se co-transfectan los dos FT. Durante la realización de esta tesis el grupo 
de Di Lauro publicó un trabajo en que identificaron la misma secuencia de unión de Pax8 (Di 
Gennaro, 2012), describiendo su funcionalidad y la unión in vivo, mediante ChIP, de Pax8 a su propio 
promotor. En esta tesis además de describir el sitio de unión de Pax8, caracterizamos nuevos sitios 
de unión para los factores CREB, Nkx2-1 y TCF, profundizando en la regulación del promotor de Pax8. 
En conjuto los resultados presentados junto a los descritos previamente en el grupo de di Lauro 
(Nitsch, 2010; Di Gennaro, 2012) tienen una gran relevancia a nivel fisiológico ya que en parte 
explicaría por que Pax8 y los otros FT se continúan expresando aun en ausencia de TSH o de su 
receptor.  
La expresión de Nkx2-1 parece ser independiente de TSH en la glándula tiroidea adulta, por lo 
que este FT podría estar activando la expresión de Pax8 aún en ausencia de TSH y este último estaría 
activando su propia expresión y la de FoxE1 ((Di Palma, 2011) y datos sin publicar de nuestro 
laboratorio). Pero por el contrario los genes tiroideos NIS y TPO precisarían de la TSH y de la vía de 
señalización AC-cAMP-PKA activada por la unión a su receptor. Esta situación se podría extrapolar a 
lo que ocurre durante el desarrollo embrionario para mantener la expresión de estos FT, pero aun 
quedarían por identificar las señales que inician su expresión. 
βcatenina actúa como activador transcripcional de Pax8 
La βcatenina se une a factores de transcripción aumentado su actividad transcripcional sobre los 
promotores de los genes que regulan. En la vía Wnt canónica actúa uniéndose a los factores de 
transcripción de la familia TCF/LEF, activando los genes diana de dicha vía de señalización. Pero cada 
día se describen nuevos FT a los que activa, como los receptores de hormonas tiroideas, FOXO, Oct4 
o Sox17 (Sinner, 2004; Essers, 2005; Shah, 2006; Kelly, 2011). De esta manera la βcatenina activa la 
expresión de genes no relacionados con la vía canónica. 
En este trabajo hemos descrito como la βcatenina actúa como un activador transcripcional del 
factor de transcripción Pax8. βcatenina aumenta la actividad de Pax8 sobre un promotor artificial de 
respuesta a Pax8, sobre el promotor de su gen diana NIS o sobre su propio promotor, pero además 
también es capaz de aumentar la activación de estos promotores en respuesta a la TSH o a la 
Forskolina. Confirmamos esta cooperación mediante ensayos de inmunoprecipitación y 
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demostramos que Pax8 y βcatenina interaccionan físicamente en el núcleo de las células tiroideas. 
Sería interesante estudiar mediante mutagénesis dirigida como la fosforilación de βcatenina en 
respuesta a TSH e IGF1 pueden modificar o no la interacción con Pax8 o su actividad transcripcional. 
Estos resultados indicarían que la βcatenina además de actuar a través de su interacción con TCF, 
mediaría la señal de la TSH a través de su interacción con Pax8. Pero esta cooperación también 
sucede en ausencia de TSH indicando que puede ser independiente de la activación de la PKA. Esta 
novedosa interacción podría tener gran relevancia no solo en la glándula tiroidea, sino también en 
otros órganos como el riñón, en el que la vía Wnt está implicada en desarrollo y homeostasis tisular 
y que expresa altos niveles de Pax8 (Schmidt-Ott, 2007). 
Se ha detectado la expresión de Pax8 en muchos tumores de distintos orígenes (Ozcan, 2011) y 
varios trabajos sugieren que puede tener un papel en la carcinógenesis (Li, 2011), ya que se ha 
relacionado con la proliferación de las células tumorales. Es más, en carcinoma de tiroides, Pax8 se 
expresa en todos los tipos de tumores incluidos los carcinomas anaplásicos (Nonaka, 2008). Sería 
interesante establecer una correlación entre los tumores que expresan Pax8 y aquellos que 
presentan alteraciones que llevan a la acumulación de βcatenina en el núcleo con el objetivo de 
estudiar su posible interacción. 
Papel de βcatenina en la carcinogénesis tiroidea. Conexión entre las vías 
PI3K/Akt y Wnt/βcatenina 
En los carcinomas de tiroides malignos se ha propuesto un modelo por el que la alteración de la 
vía PI3K/Akt lleva a la aparición de carcinomas foliculares (CFT) y la de la vía de las MAPK a la de 
carcinomas papilares (CPT) (Fig 8 y 9). Posteriormente alteraciones de novo en genes como TP53 o 
CTNNB1 favorecerían la progresión hacia las formas más agresivas, los carcinomas pobremente 
diferenciados y anaplásicos. Esta hipótesis ha sido reforzada por múltiples estudios genéticos que 
describen que las mutaciones en la vía PI3K/Akt son mucho más frecuentes en CFT que en CPT 
(Ringel, 2001), mientras que sucede lo contrario con las mutaciones activadoras de las MAPK que 
solo se encuentran en CPT (Kimura, 2003; Nikiforova, 2003). En los últimos años se han 
incrementado los estudios sobre las alteraciones genéticas de la vía PI3K/Akt, ya que se ha descrito 
que muchos carcinomas pobremente diferenciados y anaplásicos portan este tipo de mutaciones 
aun cuando derivan de carcinomas papilares (Garcia-Rostan, 2005; Hou, 2007; Abubaker, 2008; Liu, 
2008; Santarpia, 2008). 
En conjunto estos estudios proporcionan una fuerte base genética y han llevado a postular un 
modelo en el que la activación de la vía PI3K/Akt estaría asociada con la progresión tumoral, de 
manera que los tumores foliculares y papilares diferenciados precisan de segundas alteraciones 
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genéticas que activen dicha vía para progresar hacia tumores pobremente diferenciados o 
anaplásicos (tema ampliamente revisado en (Xing 2010)). Además en muchos de estos trabajos se 
han relacionado estas alteraciones genéticas con la fosforilación de Akt, sugiriendo que funcionan 
como activadoras de la vía PI3K/Akt (Vasko, 2004). 
La vía PTEN/PI3K/Akt regula procesos celulares fundamentales ligados a la tumorogénesis como 
son la progresión en el ciclo celular, supervivencia celular, adhesión, motilidad y migración celular y 
angiogénesis. Dada su importancia en la progresión tumoral, sería de gran utilidad conocer las 
moléculas que median la señal de Akt, con el propósito de descubrir nuevas dianas terapéuticas que 
puedan ser moduladas en carcinomas que hasta ahora no son tratables como los carcinomas 
altamente metastáticos o los CAT. En este trabajo hemos descrito como la expresión de βcatenina 
es dependiente de la actividad de Akt en líneas tumorales humanas derivadas de distintos tipos de 
carcinomas. Además la βcatenina tiene una papel relevante porque la inhibición de su expresión 
promueve una disminución de la proliferación, invasividad y crecimiento tumoral y una inhibición 
de la expresión de genes mesenquimales lo que sugiere que se está induciendo una transición 
mesenquima-epitelio. 
Hasta el momento se había asociado la alteración de la vía Wnt solo con carcinomas pobremente 
diferenciados y anaplásicos, en los que mutaciones en los genes de la βcatenina o axina promueven 
la activación constitutiva de esta vía (Garcia-Rostan, 1999; Garcia-Rostan, 2001). En carcinomas 
diferenciados no se han detectado mutaciones de βcatenina o de ningún otro componente de la vía 
canónica, pero se ha descrito que la localización de βcatenina disminuye en la membrana y aparece 
en el citoplasma en el 60-100% de los CPT y CFT (Ishigaki, 2002; Meirmanov, 2003; Rezk, 2004; 
Zhang, 2011). Hasta hace unos años este hecho se había asociado a la pérdida de la expresión de E-
cadherina dado que este evento ocurre con frecuencia en los carcinomas diferenciados. Pero 
publicaciones recientes han descrito como la activación del receptor RET por el reordenamiento 
RET/PTC en CPT (Cassinelli, 2009; Castellone, 2009; Tartari, 2011) o incluso en carcinomas medulares 
(Gujral, 2008) (derivados de las células parafoliculares del tiroides) promueve la estabilización de 
βcatenina en el citoplasma y núcleo de células tumorales tiroideas humanas y de rata. La activación 
de RET induce la fosforilación de βcatenina en los residuos de tirosina Y654 e Y142 que es mediada 
por el propio receptor RET o por el receptor MET respectivamente. Estas fosforilaciones van a 
debilitar la unión de βcatenina con las cadherinas y favorecen su localización en el citoplasma y 
núcleo, donde βcatenina regulará genes asociados con proliferación como la ciclinaD1.  
Estos resultados estarían de acuerdo con lo descrito anteriormente ya que se había relacionado 
la localización citoplasmática de βcatenina con la expresión de su gen diana ciclinaD1 y con un 
mayor índice proliferativo. Pero como ya se ha comentado los reordenamientos RET/PTC 
supondrían solo un 20% de los CPT. 
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En este trabajo describimos la regulación y el papel funcional de la βcatenina en líneas celulares 
que contienen mutaciones en genes como BRAF y H, N y KRAS así como delecciones en PTEN, que 
representan las alteraciones genéticas más frecuentes en el carcinoma de tiroides. Nuestros 
resultados demuestran un papel diferencial de la vía de las MAPK y la PI3K/Akt en la regulación de 
βcatenina. Utilizando las células PC-BRAF y PC-HRAS demostramos que la expresión del oncogén 
HRAS pero no de BRAF inducía la acumulación en el núcleo de βcatenina y un aumento en su 
actividad transcripcional a través de la inhibición de GSK3β. Además realizando la aproximación 
inversa analizamos la expresión de βcatenina en respuesta a inhibidores de la vía de las MAPK o 
PI3K. Para ello utilizamos un amplio panel de líneas celulares derivadas de tumores tiroideos 
humanos que incluían CFT, CPT y CAT y que contenían las distintas alteraciones genéticas descritas 
en cáncer de tiroides.  
Analizando estas líneas celulares establecimos una clara correlación entre la localización 
nuclear de βcatenina y la dependencia de PI3K/Akt para su expresión, pero no de MAPK. De forma 
que la expresión de βcatenina fue dependiente de Akt solo en las líneas celulares que expresaron 
βcatenina en el núcleo. Estos datos confirmaban los obtenidos en las células PC-HRAS y PC-BRAF ya 
que HRAS activa la PI3K mientras que BRAF no lo hace. La expresión de βcatenina está regulada a 
través de la inhibición de GSK3β y su localización en el citoplasma y núcleo inducida por la 
fosforilación de βcatenina en la S552, que como hemos mencionado anteriormente, debilita su 
interacción con las cadherinas. Se ha descrito que la fosforilación de la βcatenina en la S552 
aumenta su interacción con la proteína 14-3-3ζ  y que esta última la transporta al núcleo donde 
tendría una mayor actividad transcripcional que la proteína no fosforilada (Tian, 2004; Fang, 2007). 
Además varios trabajos han asociado la expresión de βcatenina en el núcleo en tumores, con la de la 
proteína 14-3-3ζ (Kobielak, 2007) y en tumores tiroideos un estudio muy reciente (Sofiadis, 2012) 
ha descrito que algunas proteínas 14-3-3, entre las que se encuentra la 14-3-3ζ, están sobre-
expresadas en carcinomas foliculares y papilares de tiroides. En trabajos futuros estudiaremos la 
expresión de dicha proteína en las líneas de cáncer de tiroides humano, su posible interacción con 
βcatenina y si esta última es dependiente de Akt. Además sería de gran interés analizar la expresión 
de 14-3-3 ζ en tumores de tiroides humanos y corelacionar su localización sub-celular con la de 
pAkt y pβcatenina respectivamente, con el fin de confirmar que este mecanismo se produce en 
tumores humanos y que puede estar implicado en la transformación de las células tiroideas. 
Al analizar la actividad transcripcional de βcatenina encontramos que ninguna de las líneas 
analizadas tenía una alta activación de los promotores Top/Fop. Este hecho nos sirvió para descartar 
que las líneas utilizadas presentaran mutaciones activadoras de la vía canónica ya que la presencia 
de dichas mutaciones induce una activación mucho mayor de estos promotores (10 veces o más). A 
pesar de ello los resultados preliminares obtenidos indican que esta activación basal es 
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dependiente de la actividad de Akt y no de MEK lo que nos llevó a evaluar si dicha activación era 
suficiente para que βcatenina estuviera regulando alguna función celular. Mediante ensayos de 
pérdida de función hallamos que βcatenina es importante para la síntesis de DNA y crecimiento de 
dichas líneas tumorales ya que su silenciamiento indujo una parada proliferativa estable. Además 
estos efectos eran mediados a través de la interacción con los TCF. 
Al analizar la expresión de ciclinaD1, gen diana de βcatenina, encontramos que estaba elevada 
en las células silenciadas, pese a que los inhibidores del ciclo celular p27 o p21 también lo estaban 
(ver Fig 27 A y datos no mostrados). Estos resultados contradictorios nos hicieron investigar que 
fenómeno podía estar sucediendo. Se ha descrito en fibroblastos, que la senescencia replicativa se 
caracteriza por el aumento de la expresión de varios inhibidores de ciclo celular pero también de la 
ciclinaD1 (Fukami-Kobayashi, 1998; Berardi, 2003; Burton, 2007). Mediante la detección de SA-β-gal 
confirmamos que el silenciamiento de βcatenina promovía un aumento del porcentaje de células 
positivas para SA-β-gal y por tanto de células senescentes. Se ha descrito que βcatenina puede 
favorecer el “escape” de senescencia inducida por oncogenes como RAS (Delmas, 2007) o favorecer 
la proliferación de células con mutaciones en p53 (Damalas, 2001). Además la inhibición de la vía 
Wnt canónica induce la senescencia en otros tipos celulares a través de la activación de GSK3β (Ye, 
2007) y esta actúa favoreciendo la formación de los complejos de heterocromatina facultativa 
implicados en la inducción de la senescencia (Ye, 2007). De forma que los factores Wnt retrasarían la 
senescencia a través de la inhibición de GSK3β y de la estabilización de βcatenina. 
A la luz de estos datos y de nuestros resultados podríamos especular que la activación de la vía 
PI3K/Akt podría mimetizar a la activación de la vía Wnt canónica. Así Akt inhibiría a la quinasa GSK3β 
y estabilizaría la βcatenina, que estaría favoreciendo la proliferación de estas células tumorales. En 
consecuencia el silenciamiento de la expresión de βcatenina provocaría la inducción de la 
senescencia a través de la sobre-expresión de p27 y p21. Curiosamente la inhibición de la vía PI3K 
también promueve un fenotipo de parada de ciclo celular semejante a la senescencia que es 
mediado por la sobre-expresión de p27 (Collado, 2000). 
Tanto en nuestro laboratorio, como en otro grupo, se ha descrito que el oncogén BRAF induce la 
EMT a través de la estimulación de la secreción de TGFβ y de la activación de factores de 
transcripción de la familia Smad (Riesco-Eizaguirre, 2009; Knauf, 2011), pero se conoce poco acerca 
de la regulación de la EMT por la activación de PI3K/Akt en cáncer de tiroides. Sin embargo existen 
muchas evidencias de la regulación de la EMT por los factores Wnt canónicos y los complejos 
βcatenina/TCF. Este complejo activa la expresión de los FT mesenquimales Slug y TWIST (Howe, 
2003; Sakai, 2005) y estos a su vez regulan la expresión del factor de transcripción ZEB1 y de N-
cadherina característica de EMT (Alexander, 2006; Wels, 2011). Estos FT junto con el complejo 
βcatenina/TCF reprimen la expresión de E-cadherina que es uno de los eventos que inicia la EMT y 
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que provocará que se debiliten las uniones adherentes y que las células migren desde el tumor 
primario. Además en el carcinosarcoma uterino la activación de la vía PI3K/Akt promueve la EMT 
aumentando la estabilización de βcatenina y con ello la expresión de Slug (Saegusa, 2009).  
Con estos antecedentes analizamos el papel de βcatenina en la transición epitelio mesenquima. 
Nuestros resultados muestran que el silenciamiento de la expresión de βcatenina induce una 
disminución de los niveles de los FT Slug, ZEB1, TWIST y Snail y en consecuencia un aumento de la 
expresión de la E-cadherina, y por el contrario la disminución de la expresión de la cadherina 
mesenquimal, N-cadherina. Estos datos confirmaban la implicación de βcatenina en la inducción de 
EMT, pero la expresión de otros genes mesenquimales como fibronectina y vimentina no se vió 
afectada, lo que es consistente con la existencia de una regulación de la EMT mediada por PI3K/Akt 
pero independiente de βcatenina. En línea con estos resultados la disminución en los marcadores 
de EMT tras el silenciamiento de la expresión de βcatenina resultó en una disminución de la 
capacidad invasiva de las células  tumorales.  
Por último analizamos el papel de βcatenina en el crecimiento tumoral y encontramos que el 
silenciamiento de dicho gen lo inhibía completamente, hecho que es debido a la inducción de 
senescencia celular como demostramos previamente. Seria de gran utilidad desarrollar un modelo 
inducible de expresión del shRNA de βcatenina con el fin de poder estudiar in vivo el papel su 
inhibición sobre el tamaño tumoral. Además en un futuro confirmaremos si el crecimiento de estos 
tumores es dependiente de la actividad transcripcional de la βcatenina midiendo el crecimiento 
tumoral de células expresando un dominante negativo de TCF4. 
Las metástasis son la principal causa de muerte de los pacientes con CPT y CFT más agresivos. Por 
ello seria interesante analizar como el silenciamiento de βcatenina o la expresión del dnTCF4  
interfieren con la aparición de metástasis linfáticas o a distancia. Para ello hemos puesto apunto un 
modelo ortotópico de cáncer de tiroides (previamente descrito en (Todaro, 2010)) en el cual, 
mediante cirugía implantamos células tumorales en la glándula tiroidea. Estas células generan un 
tumor primario en el tiroides que es capaz de invadir localmente y de dar metástasis tanto linfáticas 
como a distancia en el pulmón, reproduciendo el fenotipo de los carcinomas de tiroides humanos. 
Este modelo nos será de gran utilidad para analizar el comportamiento de las células en las que 
hemos suprimido la vía Wnt canónica, pero también supondrá un buen modelo para testar distintos 
tipos de inhibidores. 
Los estudios sobre la participación de la vía Wnt en carcinomas anaplásicos con mutaciones en 
Axina o βcatenina, aquellos otros sobre la interacción de RET-PTC con βcatenina en carcinoma 
papilar y los datos que aportamos en este trabajo convierten a la βcatenina en una posible diana 
terapéutica para tratar el carcinoma de tiroides.  
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La vía Wnt canónica está implicada en la transformación de un gran número de tumores, lo que 
ha llevado a varios grupos a la búsqueda y desarrollo de inhibidores específicos de esta vía de 
señalización. Estos actúan aumentando la estabilidad del complejo de degradación de βcatenina 
con el fin de disminuir los niveles de βcatenina en el citoplasma o núcleo (Huang, 2009), o 
interfiriendo con la interacción entre βcatenina y los TCF o el co-activador p300 (Lepourcelet, 2004; 
Henderson, 2010), inhibiendo la transcripción de genes relacionados con el ciclo celular. El 
desarrollo de estos inhibidores podría contribuir al tratamiento de los carcinomas de tiroides, 
especialmente el de aquellos con alta actividad de la vía PI3K/Akt o con mutaciones activadores de 
la vía Wnt. 
En resumen, nuestros resultados sugieren un papel importante de la ruta canónica de la 
βcatenina en la proliferación, crecimiento tumoral e invasividad de las células tumorales tiroideas 
con activación aberrante de la vía PI3K/Akt y abren una posible via terapeútica para el tratamiento 
de estos tumores. 
 
Fig 44-. Representación esquemática de la regulación de βcatenina por la activación de la vía PI3K/Akt en célular tumorales 
tiroideas. La activación de la quinasa Akt por mutaciones en los genes de HRAS o PI3K o deleciones en PTEN, induce la inhibición de la 
quinasa GSK3β y la fosforilación de la βcatenina en la S552. Esto resulta en la liberación de βcatenina de las uniones adherentes y su 
estabilización en el citoplasma y núcleo de las células tumorales. En el núcleo βcatenina interacciona y aumenta la actividad 
transcripcional de los factores de transcripción TCF activando la expresión de genes relacionados con proliferación (ciclinaD1) y con 
transición epitelio-mesénquima (EMT) regulando en cremiciento tumoral y la capacidad invasiva de las células tumorales tiroideas. Las 
flechas indican activación y las líneas truncadas inhibición. 
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Conclusiones 
 
1. Lás células tiroideas expresan todos los componentes de la vía Wnt canónica y responden a la 
activación de la misma. 
 
2. La TSH y el IGF1, activando las vías de la PKA y la PI3K/Akt, inducen la localización nuclear de 
βcatenina a través de la inhibición de GSK3β y de la fosforilación de la propia βcatenina en las 
Serinas 552 y 675. En consecuencia ambos factores aumentan su actividad transcripcional. 
 
3. La βcatenina media la respuesta proliferativa inducida por la TSH y el IGF1 regulando la 
expresión de su gen diana ciclinaD1. 
 
4. La βcatenina regula la diferenciación de las células tiroideas activando la expresión de Pax8. 
Además su expresión se activa por los factores de transcripción TCF, CREB, Nkx2-1 y el propio 
Pax8, a través de secuencias localizadas en su promotor proximal. 
 
5. La βcatenina actúa como co-activador transcripcional del factor de transcripción Pax8. 
 
6. La expresión del oncogén HRAS, pero no la del BRAF, resulta en la inhibición de la actividad 
de GSK3β, la translocación al núcleo de βcatenina y un aumento en la actividad 
transcripcional de los complejos βcatenina/TCF. 
 
7. La activación constitutiva, en las células tiroideas tumorales humanas, de la vía PI3K/Akt pero 
no la de las MAPK, induce la estabilización, localización nuclear y actividad transcripcional de 
βcatenina posiblemente a través de su fosforilación en la S552. 
 
8. El silenciamiento de βcatenina en células tiroideas tumorales humanas induce la disminución 
del crecimiento y proliferación celular a través de la entrada en senescencia. 
 
9. El silenciamiento de βcatenina induce la inhibición de la expresión de marcadores 
mesenquimales y un aumento de la expresión de marcadores epiteliales, sugiriendo una 
transición mesenquima-epitelio que se correlaciona con una disminución de la capacidad 
invasiva de las células tumorales. 
 
10. El silenciamiento de βcatenina reduce el crecimiento tumoral de las células tumorales 
tiroideas.  
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Aberrant activation of Wnt signaling is involved in the development of several epithelial
tumors. Wnt signaling includes two major types of pathways: (i) the canonical or Wnt/β-
catenin pathway; and (ii) the non-canonical pathways, which do not involve β-catenin
stabilization. Among these pathways, theWnt/β-catenin pathway has received most atten-
tion during the past years for its critical role in cancer. A number of publications emphasize
the role of theWnt/β-catenin pathway in thyroid cancer.This pathway plays a crucial role in
development and epithelial renewal, and components such as β-catenin and Axin are often
mutated in thyroid cancer. Although it is accepted that alteredWnt signaling is a late event
in thyroid cell transformation that affects anaplastic thyroid tumors, recent data suggest
that it is also altered in papillary thyroid carcinoma (PTC) with RET/PTC mutations. There-
fore, the purpose of this review is to summarize the main relevant data ofWnt signaling in
thyroid cancer, with special emphasis on theWnt/β-catenin pathway.
Keywords:Wnt pathway, signaling network, thyroid cancer, proliferation, differentiation
INTRODUCTION
Follicular epithelial thyroid carcinoma is the most common
endocrine malignancy, and its incidence is rapidly rising in the
world. Although thyroid cancer has a very good outcome, there
are still several challenges that classical clinicopathological studies
have not been able to resolve (Riesco-Eizaguirre and Santisteban,
2007). The most recent advances in thyroid cancer research derive
from an increased understanding of the mechanisms that regu-
late thyroid cell differentiation and proliferation and the signal
transduction pathways involved.
Differentiated thyroid cells form follicular structures sur-
rounding a lumen and express a series of thyroid-speciﬁc tran-
scription factors as well as other speciﬁc proteins (reviewed in
De Felice and Di Lauro, 2004; Santisteban and Bernal, 2005).
Thyroid proliferation and differentiation are ﬁnely regulated
by Thyrotropin (thyroid stimulating hormone, TSH) that, after
binding to its receptor (TSHR, a seven-transmembrane recep-
tor coupling to G proteins), activates the cAMP/PKA cascade
(Vassart and Dumont, 1992). Recently our group has shown
that TSH can also act via PI3K/Akt (Zaballos et al., 2008). In
addition, increasing evidence supports a role for other kinases,
such as MAP kinase (MAPK), which are activated in response
to TSH and lie downstream of cAMP (Dumaz and Marais,
2005).
The differentiated thyroid epithelial phenotype is characterized
by structural and functional polarization of the cell surface into
apical and basolateral domains, and the formation of junction
complexes that mediate strong and tight intercellular adhesion.
Cell polarization plays a central role in maintaining follicular
structures and its alteration occurs in parallel with cell transfor-
mation. The presence of tight junctions in thyroid epithelial cells
is thought to be essential for the integrity and maintenance of the
follicular structure. Several molecules are involved in this process;
of these, the occludins, claudins, and zonula occludens (ZO) pro-
teins have been most intensively studied, as they play an important
role in the maintenance of the epithelial cell phenotype. As occurs
with others epithelial markers, their expression is reduced in thy-
roid cancer progression (Tzelepi et al., 2008). On the other hand,
adherens junctions are mainly composed of cadherins. Among
them, E-cadherin and Cadherin 16 are highly expressed in the thy-
roid (Cali et al., 2012). Both are members of the large superfamily
of adhesion molecules and play a critical role in the establishment
of cell polarity and ﬁrm contacts.
Adherens junctions have a similar structural organization as
tight junctions: E-cadherins and Cadherin 16 form contacts with
the catenins (α, β, and γ) and αB-crystallin respectively, and these
latter proteins connectwith the cystokeleton (Cali et al., 2012). The
follicular structure is maintained by a series of proteins through
which TSH and intercellular contact regulate adhesion of follicular
cells to each other and to the extracellular matrix, and inﬂuence
thyroid cell behavior. The extracellular matrix plays a role in the
adhesion, proliferation, differentiation, and migration of thyroid
follicular cells.
It has been reported that downregulation of cadherins takes
place in carcinogenesis and is associated with tumor progression
in a variety of human carcinomas (Strumane et al., 2004; Berx and
van Roy, 2009). Therefore, decreased expression or loss of cad-
herins may lead to the development of epithelial tumors, invasion,
and metastasis. In accordance with this, the loss of E-cadherin and
Cadherin 16 expression in thyroid carcinoma has been correlated
with a loss of differentiation and a poor prognosis (Brabant et al.,
1993; Cali et al., 2012; de Cristofaro et al., 2012).
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THYROID CANCER INITIATION AND PROGRESSION
Thyroid cell proliferation requires the combined effects of TSH,
acting via cAMP, and growth factors such IGF1, signaling pri-
marily through MAPK and phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K;
Medina and Santisteban, 2000; Kimura et al., 2001). It is therefore
well accepted that mutations in genes involved in these signal-
ing pathways play prominent roles in the pathogenesis of thyroid
neoplasia.
Currently there are two hypotheses to explain the onset of thy-
roid cancer, the classical multistep model and a theory based on
cancer stem cells (CSCs).
The classical view considers thyroid carcinoma as a complica-
tion of a pre-existing follicular adenoma (FA) accumulating muta-
tions that drive progression through a dedifferentiation process.
Accordingly, a step model of thyroid carcinogenesis involving dif-
ferent deﬁned types of thyroid tumor is well accepted (Figure 1).
Thus, autonomously hyperfunctioning thyroid adenomas and FAs
are benign tumors that rarely progress to malignancy. Papil-
lary thyroid carcinoma (PTC) and follicular thyroid carcinoma
(FTC) show follicular cell differentiation, andpoorly differentiated
carcinomas (PDC) have morphological and biological character-
istics intermediate between well-differentiated and undifferenti-
ated (anaplastic) thyroid carcinomas (ATC; reviewed in Riesco-
Eizaguirre and Santisteban, 2007, and inNikiforov andNikiforova,
2011).
The genetic events involved in tumor initiation have been iden-
tiﬁed in well-differentiated thyroid cancer. In PTC there are many
data supporting a central role of mutations leading to constitutive
activation of the MAPK pathway. Thus, the V600E mutation of
BRAF, RET/PTC rearrangements, and RAS mutations have been
clearly implicated in the pathogenesis of this disease. These three
pathways are mutually exclusive and it is accepted that they are
the cause of a signiﬁcant proportion of PTCs. Similarly, there is
increasing evidence that shows that cancer genes acting through
the PI3K pathway (PI3KCA and PTEN ) are involved in the patho-
genesis of FTC. However, in this case more studies are needed to
elucidate a possible causal effect of these genetic events. Further-
more, a PAX8/PPARγ rearrangement (Kroll et al., 2000) has been
identiﬁed in a signiﬁcant proportion of these tumors, although
the mechanism of transformation induced by PAX8/PPARγ is still
unclear.
Deregulation of the p53 pathway seems to be an important sec-
ond step leading to the progression of PDC/ATC (Fagin et al., 1993;
Figures 1 and 2). In addition, activatingmutations in the β-catenin
gene (CTNNB1) have been described inATC that occur late in thy-
roid tumor progression. Therefore, until the recent demonstration
that RET/PTC stimulates the β-catenin pathway in the thyroid
(Cassinelli et al., 2009; Castellone et al., 2009; Tartari et al., 2011),
it was believed that β-catenin was not involved in thyroid tumor
initiation. Compared with the well-documented RAS/RAF/MAPK
pathway, the β-catenin signal in thyroid cancer is less well under-
stood, and therefore in this review we will focus on updating the
existing data and comment on future directions of research.
Recently, a new theory on the cancer initiation process was for-
mulated, based on the existence of CSCs (Thomas et al., 2008;
Lin, 2011). These CSCs are a small subpopulation (between 1 and
3.5%) of the cells with stem cell-like properties such as colony
formation, self-renewal, and in vitro resistance to chemotherapy-
induced apoptosis (Dick, 2008, 2009). In the case of the thyroid
gland, the CSCs would derive from thyroid embryonic stem cells,
intermediates in the differentiation pathway of thyroblasts or pro-
thyrocytes, and accumulate mutations that lead to carcinogenesis.
TheCSChypothesis assumes the presence of a hierarchy of embry-
onic cells in the thyroid gland that can give rise to different forms
of thyroid cancer (reviewed in Lu et al., 2011).
The existence of CSCs in the thyroid is still a matter of contro-
versy,but several lines of evidence support themodel.Among them
is the observation that it is uncommon that a benign adenoma
FIGURE 1 | Step model of thyroid carcinogenesis.This model is
based on histological and clinical features as well as on the degree of
tumor differentiation. The well-differentiated thyroid follicular cell may
give rise to both benign and malignant tumors. Autonomously
hyperfunctioning thyroid adenomas are associated with activating
mutations in theTSHR or Gαs genes (O’Sullivan et al., 1991; Parma
et al., 1993). After gaining mutations in different oncogenes and tumor
suppressor genes, the differentiated thyroid follicle can also give rise to
well-differentiated papillary or follicular carcinomas, poorly
differentiated carcinoma, and anaplastic carcinoma. The ﬁgure
represents a schematic model showing the molecular events involved.
Modiﬁed from Nikiforov and Nikiforova (2011).
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FIGURE 2 | Genetic events involved in thyroid tumor initiation and
progression.Thyroid cell proliferation depends on the combined activation
of cAMP/PKA, MAPK, and PI3K pathways, induced byTSH and other growth
factors. Mutations of effectors along these signaling pathways play
prominent roles in the pathogenesis of thyroid neoplasia. The ﬁgure
represents a thyroid epithelial cell with the basal and apical membrane, and
shows the tight and adherens junctions (TJ and AJ) between cells in order to
form follicular structures. Activating mutations inTSHR or Gαs lead to
constitutive activation of the cAMP/PKA pathway and give rise to
hyperfunctional adenomas. There is evidence that constitutive activation of
the MAPK pathway is required for PTC initiation. Activation of the PI3K/Akt
pathway is required for FTC initiation. Finally, deregulation of the p53
pathway and theWnt/β-catenin pathway is observed in ATC and has more to
do with tumor progression.
evolves toward carcinoma; at present, it seems that most thyroid
carcinomas are malignant from the onset; the original RET/PTC
mutations seen in FTC and PTC are hardly seen in ATC. In addi-
tion, data from Chernobyl irradiation studies, in which the highest
incidence of papillary thyroid cancer was among children rather
than adults, strongly support the CSC theory. The establishment
of ES cell cultures able to differentiate into thyrocytes may help
clarifying these views (Arufe et al., 2006).
Wnt SIGNALING
Wnt proteins are a family of highly conserved secreted cysteine-
rich glycoproteins, encoded by 19 genes in humans and 18 genes
in mice. These proteins play important roles in embryonic devel-
opment by controlling cell proliferation, cell fate speciﬁcation,
tissue patterning, and cell polarity. In adults, they contribute to
tissue homeostasis by controlling proliferation, stem cell activa-
tion, and self-renewal. Signaling by Wnt proteins activates three
different pathways: one canonical or β-catenin-dependent path-
way and two non-canonical or β-catenin-independent pathways:
Wnt/Ca2+ and planar cell polarity (PCP; Figure 3). The relevance
of these pathways is also reﬂected by the fact that mutations in
some elements of the Wnt pathways are often linked to human
diseases like leukemia and other cancers, and type-II diabetes
(Kikuchi and Yamamoto, 2008; MacDonald et al., 2009).
CANONICAL Wnt/β-CATENIN PATHWAY
The most extensively studied Wnt pathway is the Wnt/β-catenin
pathway, due to its important role in cancer initiation and pro-
gression (Reya and Clevers, 2005; see Figure 3, left). In the absence
of Wnt, β-catenin, the central component of the pathway, is local-
ized in adherens junctions bound to E-cadherin. The unbound
cytoplasmic protein is constantly degraded by a protein complex
called destruction complex, which is composed of the scaffold
proteins Axin and adenomatous polyposis coli (APC), and the
kinases casein kinase 1 (CK1) and glycogen synthase kinase 3
beta (GSK3β; Rubinfeld et al., 1996). CK1 and GSK3β sequen-
tially phosphorylate β-catenin, resulting in β-catenin being recog-
nized and ubiquitinated by the β-Trcp ubiquitin ligase, followed
by proteasomal degradation. With low levels of free cytoplas-
mic β-catenin, the transcription factors T-cell factor/lymphoid
enhancer factors (TCF/LEF) function as transcriptional repressors
by recruiting corepresors of the TLE/Groucho family.
The Wnt pathway is activated when a protein of the fam-
ily, such as Wnt1, Wnt3, Wnt3a, Wnt7A, or Wnt10B, binds
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FIGURE 3 |Wnt signaling pathways. Left : Canonical orWnt/β-catenin
dependent pathway. In cells not exposed toWnt factors, cytoplasmic
β-catenin is degraded, andTLE/Groucho proteins repress its target genes.
If Wnt signaling is activated by binding ofWnt factors such asWnt1,Wnt3,
Wnt3A,Wnt7A, orWnt10B to the Fzd receptor and LRP5/6 coreceptors,
β-catenin degradation is reduced and the protein accumulates in the
cytoplasm. As a consequence, β-catenin enters the nucleus, binds to
TCF/LEF transcription factors and activates transcription. In this way,
different processes such as proliferation are modulated. Right :
Non-canonical or β-catenin-independent pathways. Binding of the
non-canonicalWnt factorsWnt4,Wnt11, orWnt5A to different Fzd receptors
and the Ror2 coreceptor transduce signaling by two different pathways. The
Ca2+ pathway promotes the activation of protein kinase C (PKC) via G-PLCγ
and modulates cell adhesion and motility by activating calcium–calmodulin
kinase (CamKII), and the phosphatase calcineurin (CaN). The planar cell
polarity (PCP) pathway modulates cytoskeleton rearrangements through the
activation of the small GTPases RhoA and Rac and their downstream
effectors Rock and JNK.
to a frizzled receptor (Fzd) and the LDL-Receptor-related pro-
tein coreceptor (LRP5/6). Formation of a Wnt–Fzd–LRP com-
plex induces the binding of the cytoplasmic protein Disheveled
(Dvl) to Fzd and the LRP phosphorylation-dependent recruit-
ment of Axin to the membrane. Recruitment of Axin, which is
the limiting component of the destruction complex, promotes
the release of β-catenin, and its accumulation in cytoplasm and
nuclei. In the nuclei, β-catenin displaces TLE/Groucho core-
pressors and recruits coactivators, activating expression of Wnt
target genes. The meanings of the acronyms used for the dif-
ferent members of the Wnt pathway are given in Table 1; see
http://www.stanford.edu/group/nusselab/cgi-bin/wnt/ for more
details.
The most important genes regulated are those related to
proliferation, such as Cyclin D1 and c-Myc (He et al., 1998;
Tetsu and McCormick, 1999), which are over-expressed in most
β-catenin-dependent tumors.
NON-CANONICAL Wnt PATHWAYS
There are two main β-catenin-independent pathways (see
Figure 3, right). The activation of these pathways is mediated
by Wnt factors such Wnt4, Wnt11, and Wnt5A in a tissue and
context speciﬁc way. The ﬁrst pathway is the PCP pathway. This
pathway can be triggered through several of the Fzd receptors
and it activates the small GTP-binding proteins RhoA and Rac
and their downstream effectors Rho-kinase and JNK. This non-
canonical pathway is involved in tissue polarity, cell migration,
and cytoskeleton organization. It has been described inDrosophila,
and although its relevance in mammals has not been fully demon-
strated, there is important evidence pointing to its existence in
these vertebrates (Wada andOkamoto, 2009). The second pathway
is the Ca2+ pathway,which can be activated by the interaction with
two Fzd receptors (Fzd 2 and 7) or with Ror2 (receptor tyrosine
kinase-like orphan receptor 2). The activationof this pathway leads
to an activation of PKC and to increased intracellular Ca2+ levels,
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Table 1 | Members of theWnt pathway grouped according to function.
β-Catenin destruction complex APC1/2 (adenomatous polyposis coli)
Axin 1/2
GSK3β (glycogen synthase kinase 3 beta)
CK1 (casein kinase 1)
Receptor/co-receptors Fzd 1–10 (frizzled)
LRP5/6 (LDL receptor related protein) co-receptor
Ror2 (receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2)
Dvl 1–3 (dishevelled: cytoplasmic protein downstream of Fzd receptors)
Wnt ligands β-catenin-dependent pathway activators Wnt1, 2, 2B, 3, 3A, 6, 5B, 7A, 7B, 8A, 8B, 9A, 9B, 10A, 10B, 16
β-catenin-independent pathways activators Wnt4, 5A, and 11
Transcription factors TCF1, 3, and 4; Lef1 (T-cell factors; lymphoid enhancer factor)
Transcriptional co-activators β-catenin
Transcriptional co-repressors TLE (transducin-like enhancer of split)/Groucho 1–4
Wnt inhibitors DKK 1–4 (dickkopf)
SFRP 1–5 (secreted frizzled-related proteins)
Soggy andWIF
which activates CaMKII and calcineurin (CaN) and regulates cell
migration and proliferation (Nishita et al., 2010).
Wnt INHIBITORS
Activation of the Wnt pathway is highly regulated, and there are
two families of antagonists: DKK and secreted frizzled-related
proteins (SFRP). The Dickkopf (DKK) family is a group of four
soluble proteins that bind to LRP and thus prevent the formation
of the Wnt–Fzd complex. The SFRP are soluble glycoproteins that
inhibit the Wnt pathway by sequestering Wnt proteins, thus pre-
venting their interaction with Fzd receptors. There are other Wnt
inhibitors like WIF or Soggy1 (Filipovich et al., 2011; Figure 3).
The physiological role of these proteins is to inhibit the Wnt
pathway in a time and tissue-speciﬁc manner both during devel-
opment and in adult tissues. The silencing of DKK and SFRP
genes has been described in several tumor types, contributing to
the activation of the canonical pathway (Aguilera et al., 2006).
Wnt AND THYROID CANCER
Normal thyroid cells express several Fzd, Dvl, and Wnt proteins
and have a functional destruction complex (Helmbrecht et al.,
2001). In addition,TSH-dependent over-expression of Wnt1 (Kim
et al., 2007) and inhibition of GSK3β by adenoviral-interference
(Chen et al., 2010) lead to an increase of rat and human thyroid
cell proliferation. These data suggest the existence of a functional
Wnt pathway, relevant for the proliferation of thyroid cells.
Given the hypothetical role of this pathway in proliferation, it is
not surprising that over-activation of the Wnt/β-catenin pathway
promotes tumor growth in the thyroid, as in otherWnt-dependent
tissues like skin or colon.
Classically, activation of the Wnt pathway in thyroid can-
cer has been related with ATCs, as a second mutational event
involved in the progression from a well-differentiated to a poorly
or undifferentiated (anaplastic) and more aggressive thyroid car-
cinoma. However, as commented above, recent data correlate this
pathway also with early stages of thyroid carcinogenesis.
Wnt IN POORLY DIFFERENTIATED AND ANAPLASTIC THYROID
CARCINOMA
Mutations of several components of the Wnt pathway have been
described inATC (Table 2). Themost frequentmutations are those
in the scaffold proteins APC and Axin, as well as in β-catenin
(Polakis, 2007). In tumors such as colon tumors mutations most
frequently affect the APC gene, but in the thyroid the mutations
appear mainly in β-catenin and Axin.
In ATC, three different studies found nuclear localization
of β-catenin in 40–60% of the samples analyzed, highlighting
the role of the Wnt pathway in this type of tumor (Garcia-
Rostan et al., 1999, 2001; Kurihara et al., 2004). In these stud-
ies, performed in three different human populations, mutations
in the β-catenin and Axin1 genes were described. In two of
them, all β-catenin mutations found were in the conserved Ser
and Thr residues phosphorylated by CK1 and GSK3β, which
results in a constitutive stabilization of the protein and succes-
sive accumulation in both cytoplasm and nucleus. The pres-
ence of nuclear β-catenin correlated with a higher proliferation
and a loss of tumor differentiation, and therefore with a poor
prognosis (Garcia-Rostan et al., 1999, 2001). Despite the role
of β-catenin in proliferation, these latter two studies together
with another one (Cerrato et al., 1998) also described a per-
centage of anaplastic tumors in which the β-catenin expression
is absent.
These data can be interpreted to mean that there are distinct
subtypes of tumors in ATC with different, mutually exclusive
mutations. Thus, one subtype would carry the Wnt/β-catenin
pathway mutation, while the other would carry the p53 muta-
tion (Fagin et al., 1993) or an activated PI3K/Akt pathway, e.g.,
through a mutation in PI3KCA (Garcia-Rostan et al., 2005); these
three are the most frequent mutations found in ATC. It would be
of great interest to establish whether mutations in oncogenes or
tumor suppressor genes are mutually exclusive in order to better
classify anaplastic thyroid tumors.
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By contrast, the study by Kurihara et al. (2004) described a
low percentage of β-catenin mutations, while more than 50%
of the tumors carried mutations in the functional domain of
Axin1. The different mutations found in the Axin1 gene affect
the domains for interaction with APC, β-catenin and Dvl, and the
G-protein regulatory domain, and thus affect the role of Axin as
a negative regulator of β-catenin. The difference in data regarding
β-catenin and Axin mutations may be due to the different genetic
backgrounds of the populations analyzed.
Wnt IN WELL-DIFFERENTIATED THYROID CARCINOMA
It is well accepted that there is a correlation between the subcellular
localization of β-catenin and cancer progression (Garcia-Rostan
et al., 2001). In hyperfunctioning adenomas and FTC, β-catenin is
localized in the plasma membrane, as it is in the normal thyroid
gland. In PTC, there is an accumulation of β-catenin in the cyto-
plasm, and in poorly and undifferentiated carcinoma β-catenin
is translocated to the nuclei due to mutations in the β-catenin
gene as well as in other genes of the Wnt pathway (Table 3).
We already discussed the role of β-catenin in ATC, but the role
and the molecular mechanisms that lead to the cytoplasmic sta-
bilization of β-catenin have not been established. Some groups
have correlated cytoplasmic β-catenin in PTC with higher lev-
els of cyclin D1 (Ishigaki et al., 2002; Meirmanov et al., 2003;
Rezk et al., 2004; Zhang et al., 2011) and increased prolifera-
tion. Nevertheless, at present there are no in vitro results that
corroborate this hypothesis and no relationship between cytoplas-
mic β-catenin and transcriptional activity has been found. More
studies are needed to demonstrate a direct link between cytoplas-
mic β-catenin and cyclin D1 expression in order to correlate both
events with proliferation.
E-cadherin is a transmembrane protein that mediates cell–cell
adhesion in a Ca2+-dependent manner. It interacts through its
cytoplasmic domain with β-catenin and the actin cytoskeleton,
controlling cell migration and cell polarity (Hulsken et al., 1994).
In normal thyroid cells, E-cadherin is expressed in the basolateral
Table 2 | Events linked with aberrant activation ofWnt signaling in thyroid cancer.
Gene Mutation or activity/expression Tumor No. of cases Reference
CTNNB1* GOF ATC 19/31 Garcia-Rostan et al. (1999)
ATC (PD) 7/28 Garcia-Rostan et al. (2001)
ATC (UD) 19/29 Garcia-Rostan et al. (2001)
Axin 1 LOF ATC 18/22 Kurihara et al. (2004)
APC LOF CMV–PTC 4/4 Cetta et al. (1998)
15/15 Cetta et al. (2000)
Wnt5A Elevated FTC/PTC 8/8–10/11 Kremenevskaja et al. (2005)
Wnt5A Reduced ATC 5/5 Kremenevskaja et al. (2005)
*β-catenin gene; GOF, gain of function; LOF, loss of function; FTC, follicular thyroid carcinoma; PTC, papillary thyroid carcinoma; ATC, anaplastic thyroid carcinoma;
PD, poorly differentiated; UD, un-differentiated; CMV–PTC, cribriform–morular variant of PTC.
Table 3 | Localization of β-catenin in thyroid carcinoma.
Tumor type Cytoplasmic expression Nuclear expression No. of cases Reference
FA 3 (9%) 34 Ishigaki et al. (2002)
3 (37.5%) 8 Meirmanov et al. (2003)
FTC 5 (25%) 20 Ishigaki et al. (2002)
8 (80%) 10 Rezk et al. (2004)
8 (60%) 12 Garcia-Rostan et al. (2001)
PTC 46 (100%) 46 Garcia-Rostan et al. (2001)
46 (87%) 53 Rezk et al. (2004)
52 (67%) 78 Ishigaki et al. (2002)
23 (100%) 23 Meirmanov et al. (2003)
FVPTC 33 (71%) 46 Garcia-Rostan et al. (2001)
ATC (PD) 6 (24.1%) 28 Garcia-Rostan et al. (2001)
ATC (UD) 14 (48.3) 29 Garcia-Rostan et al. (2001)
ATC 15 (41%) 36 Garcia-Rostan et al. (1999)
10 (49%) 14 (63.6%) 22 Kurihara et al. (2004)
FA, follicular adenoma; FVPTC, follicular variant of PTC; the other acronyms of tumor type as deﬁned inTable 2.
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membrane and its downregulation, by promoter methylation or
by activation of oncogenes such as BRAF, has been implicated in
the induction of the epithelial mesenchymal transition (EMT) in
follicular, papillary, and anaplastic thyroid tumor cells (Brabant
et al., 1993; Graff et al., 1998; Riesco-Eizaguirre et al., 2009). As
E-cadherin keeps β-catenin bound to the cell membrane, the pres-
ence of cytoplasmic β-catenin could be merely a consequence of
the loss of E-cadherin expression, although this correlation has
not yet been demonstrated.
Supporting the role of β-catenin in earlier stages of tumor
progression, recent publications describe the involvement of β-
catenin in RET/PTC-induced proliferation (Cassinelli et al., 2009;
Castellone et al., 2009; Tartari et al., 2011). These studies show
a RET/PTC-dependent stabilization of β-catenin by phospho-
rylation of a residue outside the GSK3β Ser/Thr domain. This
stabilization, together with an Akt–MAPK-dependent inhibition
of GSK3β, leads to an increase of β-catenin in the nuclei where
it is able to interact with the transcription factors TCF/LEF and
CREB binding to the cyclin D1 promoter. In consequence, DNA
synthesis and cell proliferation are induced. This is another way of
Wnt/β-catenin pathway regulation, by post-translational modiﬁ-
cations, that points to a participation of this pathway in the ﬁrst
steps of thyroid cell transformation. Unfortunately, the authors
did not correlate their results with the localization of β-catenin in
RET/PTC-carrying thyroid tumors.
Data obtained from the TRβPV/PV mouse model of FTC
that harbors a dominant negative mutation (PV) of the thyroid
hormone-beta receptor (TRβ), also support the notion that β-
catenin could contribute to thyroid carcinogenesis (Guigon et al.,
2008; Lu et al., 2011). Thus, in the FTC tumors of these mice
thyroid hormone and its receptors seem to modulate the Wnt/β-
catenin pathways in two ways. First, the TRβ acts as negative regu-
lator of β-catenin in a T3-dependent manner (Guigon et al., 2008).
In the absence of ligand, TRβ binds to β-catenin and stabilizes it
in the cytoplasm and the nuclei allowing β-catenin to operate as
a transcriptional activator promoting cell proliferation. Binding
of T3 to TRβ weakens the physical interaction between β-catenin
and TRβ and allows the uncomplexed β-catenin to be targeted
for proteasomal degradation. In the thyroid tumors developed in
the transgenic TRβPV/PV mice, β-catenin is constitutively stabi-
lized through its binding to the mutant TRβ, because the mutated
TRβ cannot bind T3. In this way, β-catenin activates the expres-
sion of its target genes cyclin D1, myc, and MT1-MMP (matrix
metalloproteinase), and promotes tumor growth and progression.
The second mechanism involves a non-genomic action: T3 (ele-
vated in theTRβPV/PV mice) is able to increase the PTEN/PI3K/Akt
pathway through the αvβ3 receptor, leading to the phosphoryla-
tion of β-catenin, which increases its stability and transcriptional
activity and promotes cell proliferation (Lu et al., 2011). Over-
all, these results show a new mechanism of activation of the
Wnt/β-catenin pathway, which through the stabilization of β-
catenin could be promoting cancer progression in the thyroid
gland.
All the above evidence points to a role of β-catenin in well-
differentiated thyroid carcinomas, but more in vitro and in vivo
evidence is needed and the molecular mechanism remains to be
resolved.
NON-CANONICAL Wnt PATHWAYS IN THYROID CARCINOMAS
Wnt5A is an activator of the non-canonical Wnt pathways. Due to
its roles in planar polarity and cell migration and invasiveness,
Wnt5A has been implicated in several human cancers, but, as
occurs in normal tissues, the roles of Wnt5A in cancer are tis-
sue and receptor speciﬁc. In osteosarcoma as well as in prostate
and renal cell carcinomas, Wnt5A acting through the Ror2 recep-
tor is involved in matrix metalloprotease expression, enhancing
cell migration and invasiveness of these cells, and consequently it
is a poor prognosis factor for these types of tumors. By contrast,
in colon and thyroid tumors Wnt5A acts as a tumor suppressor,
highlighting the variety of roles of this Wnt member (McDonald
and Silver, 2009).
While Wnt5A is expressed in FA, PTC, and FTC, no expression
has been detected inATCor in the normal thyroid (Kremenevskaja
et al., 2005). In well-differentiated cancer cells, Wnt5A acts as a
tumor suppressor by inhibiting both Wnt/β-catenin-dependent
proliferation in a Ca2+/CaMKII dependent manner, and migra-
tion and invasiveness. In this way, it promotes a mesenchymal
epithelial transition (MET) by the induction of cadherin expres-
sion and the re-localization of β-catenin from the nuclei to
the membrane. Wnt5A expression is lost in anaplastic carci-
noma, leading to a more aggressive tumor in which proliferation,
migration, and invasiveness are enhanced.
Wnt IN FAMILIAL SYNDROMES
Sporadic mutation of the APC gene is less frequent in thyroid
tumors, but there is a high frequency of PTC in several syndromes
carrying APC mutations, such as familial adenomatous polyposis
(FAP),Gardner’s syndrome, and Turcot’s syndrome (Soravia et al.,
1999). FAP arises as a consequence of germinal mutations in one
allele of the APC gene. Patients develop mainly colonic polyps and
non-colonic malignancies, the most frequent being PTC. These
PTCs have characteristic histological structures and are called the
Cribriform–Morular Variant of PTC (CMV of PTC), because of
their morula-like structure. Such structures are frequent in other
tumors and correlate with nuclear β-catenin and activation of the
Wnt/β-catenin pathway. Contrary to colorectal neoplasms that
exhibit a loss of heterozygosity in the APC gene, the CMV of
PTC maintains heterozygosity and seems to need other gene alter-
ations to originate a tumor. RET–PTC rearrangements have been
described as a frequent event in CMV PTC-FAP tumors, further
suggesting that APC mutation alone is not sufﬁcient as a tumor
initiator (Cetta et al., 1998, 2000).
Mutations in the phosphorylation sites of β-catenin are also
found in the CMV of PTC,where nuclear localization of β-catenin
correlates with poorly or undifferentiated tumors. In one study it
was suggested that a mutation in exon 3 of the β-catenin gene,
CTNNB1, could be an early molecular event in the CMV of PTC,
although mutations in other genes frequently altered in PTC, such
as RET, RAS, or BRAF were not studied (Xu et al., 2003).
CANCER STEM CELLS AND THE Wnt PATHWAY
Wnt proteins contribute to the homeostasis of several tissues of
epithelial origin, like intestine and skin. This is because activation
of the Wnt pathway is absolutely required for driving the stem
cell/progenitor compartment. This pathway is altered in thyroid
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malignancies, together with other stem cell-regulating pathways
such as Hedgehog and Notch signaling, which supports the CSC
model (reviewed in Derwahl, 2011).
In fact, it is well accepted that the Wnt/β-catenin pathway is
also necessary for the maintenance of CSCs. Thus, in colon the
inappropriate activation of this pathway by APC or β-catenin
gene mutations promotes the growth of tumor cells exhibit-
ing a stem cell-like expression proﬁle (Vermeulen et al., 2010).
In breast cancer, the Wnt pathway is upregulated in CSCs by
Wnt ligands secreted by the tumor microenviroment (Malanchi
et al., 2011). Concerning thyroid CSCs there are still few data,
but increasing evidence supports the existence of CSCs and the
role of the Wnt pathway in this gland. Recent data demonstrate
that CSCs from different types of thyroid carcinomas (PTC, FTC,
and ATC), have different properties: CSCs isolated from ATC are
the most aggressive and tumorogenic, followed by CSCs from
PTC and FTC (Todaro et al., 2010). These data demonstrate that
the malignancy of the CSCs correlates with the characteristics
of the tumor and could reconcile the multistep process of thy-
roid carcinogenesis with the CSC hypothesis (Derwahl, 2011).
Interestingly, the data reported by Todaro et al. showed con-
stitutive activation of cMet, Akt, and β-catenin, together with
downregulation of E-cadherin, in CSCs derived from the most
undifferentiated thyroid tumors. This correlated with a higher
migration capacity and metastatic rate. Although the above results
are very promising, further studies are needed to evaluate the
activation of the Wnt pathway and its role in CSC stemness or
maintenance.
THE Wnt PATHWAY AS A TARGET FOR THYROID CANCER TREATMENT
Thyroid cancer has, in general terms, a very good outcome as
radioiodine treatment is a very effective therapy. However, there
are still some critical challenges that the classical clinicopatho-
logical approach has not been able to solve, and in some poorly
differentiated radioiodine-resistant tumors and in ATC treatment
options are limited.
In the past years, new drugs such as tyrosine kinase inhibitors
or MAPK inhibitors proved to be quite efﬁcient. The ﬁndings
regarding the involvement of the Wnt pathway in thyroid can-
cer, its crosstalk with thyrosine kinase receptors such as RET and
the involvement of β-catenin and Axin in ATC suggest that this
pathway may be a potential therapeutic target. Current therapies
with tyrosine kinase inhibitors such as Imatinid or Vandetanib
seem to work in part by inhibiting the Wnt/β-catenin pathway.
Treatment with Imatinid of anaplastic human cells, positive for
the tyrosine kinase c-abl, induced a decrease in cell proliferation
and invasiveness by reducing nuclear β-catenin and increasing β-
catenin/E-cadherin binding to the plasma membrane. Imatinid
attenuated TCF activity, which in turn reduced expression of its
target gene cyclin D1 leading to cell growth arrest (Rao et al.,
2006). Treatment with Vandetanib of papillary TPC1 cells car-
rying a RET/PTC rearrangement also stabilized β-catenin in the
plasma membrane, decreasing the expression of β-catenin target
genes such as c-myc and cyclin D1, and decreasing cell growth
and migration (Tartari et al., 2011). These results underscore
the importance of Wnt pathway activation in thyroid cancer
progression.
Interestingly, non-steroidal anti-inﬂammatory drugs such as
Sundilac, which target theWnt/β-catenin pathway, have been used
in colon cancer treatment (Rice et al., 2003). Sundilac also reduces
β-catenin expression, which is accompanied by a decrease in cell
growth in human PTC cell lines overexpressing BRAFV600E but not
RET/PTC3 (Cho et al., 2010).
Finally, a conditionally replicative adenovirus harbouring the
E1A and E1B expression under the control of TCF response ele-
ments has been reported. These constructs replicate speciﬁcally
in cells with an active Wnt/β-catenin pathway. This therapeu-
tic approach has been used in xenograft tumors in nude mice
developed from several thyroid cancer cell lines with good results
regarding tumor size reduction, and should be further developed
in the future (Abbosh et al., 2007).
CONCLUDING REMARKS AND FUTURE PERSPECTIVES
It has become evident that the Wnt pathways are involved in
thyroid cancer progression.
Wnt/β-catenin-independent pathways appear to act as tumor
suppressors, because downregulation of Wnt5A, an activator of
the non-canonical pathways, is needed to enhance the migratory
and invasive capacity of thyroid tumor cells. The Wnt/β-catenin-
dependent pathway, on the other hand, seems to be involved in the
proliferation of normal thyroid cells, which is a highly controlled
process.
In the earliest stages of progressionof tumors such as FAorwell-
differentiated FTC and PTC,β-catenin remains mainly attached to
the cell membrane, but begins to appear in the cytoplasm. In these
early stages, tumors carrying RET/PTC rearrangements prolifer-
ate in a β-catenin-dependent way. Although in cell culture this
enhanced proliferation correlates with nuclear accumulation of
β-catenin and high expression of the cyclin D1 and c-Myc genes,
in tumor samples no such correlations were found and β-catenin
was visible only in the cytoplasm. Further studies are needed to
understand the correlation between cytoplasmic β-catenin, the
expression of its cell cycle target genes, and the role of β-catenin
in these tumors.
In poorly and undifferentiated carcinomas, β-catenin is found
in the nuclei, and mutations in this gene or in other genes of the
pathway such as Axin1 induce the constitutive activation of the
canonicalWnt pathway,which triggers an increase in proliferation.
In conclusion, β-catenin has a direct role in the proliferation of
poorly and undifferentiated thyroid tumor cells, but more studies
are needed to establish the role of β-catenin in earlier stages of
thyroid tumor progression.
The use of animal models like APCMin or ΔNβ-catenin mice,
which have a constitutively activated Wnt/β-catenin pathway,
could be of great interest for better understanding the mechanism
by which the Wnt pathway promotes tumor growth in thyroid
cancer.
The Wnt/β-catenin pathway is involved in the transformation
of a large number of tumors, and for this reason in the past few
years several groups have been looking for speciﬁc inhibitors of
this pathway. These inhibitors act through several mechanisms:
increasing the stability of the destruction complex (Huang et al.,
2009) in order to decrease cytoplasmic and nuclear β-catenin
levels, or disrupting the interaction between β-catenin and the
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transcription factors TCF/LEF (Lepourcelet et al., 2004) abolish-
ing the transcription of cell cycle genes. The development of these
inhibitors could contribute to the treatment of thyroid carcino-
mas, especially some anaplastic carcinomas, which show a clear
activation of the Wnt/β-catenin pathway and have a poor prog-
nosis due to their aggressiveness and the loss of differentiation
markers.
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http://www.biomedcentral.com/1471-2164/13/147RESEARCH ARTICLE Open AccessGenome-wide analysis of Pax8 binding provides
new insights into thyroid functions
Sergio Ruiz-Llorente1,2, Enrique Carrillo SantadePau1,3,4, Ana Sastre-Perona1, Cristina Montero-Conde1,2,
Gonzalo Gómez-López3, James A Fagin2, Alfonso Valencia3, David G Pisano3 and Pilar Santisteban1*Abstract
Background: The transcription factor Pax8 is essential for the differentiation of thyroid cells. However, there are few
data on genes transcriptionally regulated by Pax8 other than thyroid-related genes. To better understand the role of
Pax8 in the biology of thyroid cells, we obtained transcriptional profiles of Pax8-silenced PCCl3 thyroid cells using
whole genome expression arrays and integrated these signals with global cis-regulatory sequencing studies
performed by ChIP-Seq analysis
Results: Exhaustive analysis of Pax8 immunoprecipitated peaks demonstrated preferential binding to intragenic
regions and CpG-enriched islands, which suggests a role of Pax8 in transcriptional regulation of orphan CpG
regions. In addition, ChIP-Seq allowed us to identify Pax8 partners, including proteins involved in tertiary DNA
structure (CTCF) and chromatin remodeling (Sp1), and these direct transcriptional interactions were confirmed
in vivo. Moreover, both factors modulate Pax8-dependent transcriptional activation of the sodium iodide symporter
(Nis) gene promoter. We ultimately combined putative and novel Pax8 binding sites with actual target gene
expression regulation to define Pax8-dependent genes. Functional classification suggests that Pax8-regulated genes
may be directly involved in important processes of thyroid cell function such as cell proliferation and differentiation,
apoptosis, cell polarity, motion and adhesion, and a plethora of DNA/protein-related processes.
Conclusion: Our study provides novel insights into the role of Pax8 in thyroid biology, exerted through
transcriptional regulation of important genes involved in critical thyrocyte processes. In addition, we found new
transcriptional partners of Pax8, which functionally cooperate with Pax8 in the regulation of thyroid gene
transcription. Besides, our data demonstrate preferential location of Pax8 in non-promoter CpG regions. These data
point to an orphan CpG island-mediated mechanism that represents a novel role of Pax8 in the transcriptional
output of the thyrocyte.
Keywords: Pax8, ChIP-Seq, Expression arrays, CpG island, CTCF, SP1Background
Gene regulation has been the subject of intense investi-
gation over the past decades, mainly focusing on detailed
characterization of a particular gene or gene family.
However, genome-wide mapping of protein-DNA inter-
actions and epigenetic marks is essential for a full under-
standing of transcriptional regulation. A precise map of
binding sites for transcription factors (TFs), core tran-
scriptional machinery, and other DNA-binding proteins* Correspondence: psantisteban@iib.uam.es
1Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”, Consejo Superior de
Investigaciones Científicas (CSIC) y Universidad Autónoma de Madrid (UAM),
C/Arturo Duperier 4, Madrid 28029, Spain
Full list of author information is available at the end of the article
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Creative Commons Attribution License (http://
distribution, and reproduction in any mediumis necessary to decode the gene regulatory networks and
their contribution to developmental processes and
human disease [1]. In fact, regulation of gene expression
by TFs is one of the major mechanisms for controlling
cell proliferation, differentiation, and function.
To elucidate the mechanism(s) operating in the es-
tablishment and maintenance of cell-specific differen-
tiation, we used thyroid epithelial cells as a model
system. These cells are the largest cell population of
the thyroid gland and express different TFs called
Nkx2.1, Foxe1, Hhex and Pax8, which define the thy-
roid differentiated phenotype [2,3]. It is well known
that these factors bind to the promoter regions of
thyroid-specific genes, such as the genes encodingentral Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
, provided the original work is properly cited.
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http://www.biomedcentral.com/1471-2164/13/147Thyroglobulin (Tg), Thyroperoxidase (Tpo), and the
Sodium Iodide Symporter (Nis), thus regulating their
expression. Nevertheless, despite the key relevance of
these TFs for thyroid biology, few studies have
described additional loci that are transcriptionally
regulated by the above mentioned TFs, nor have
sequences been described to which these factors bind
in enhancers, silencers, or boundary elements that
could potentially regulate the transcription of genes
over large distances.
Among these thyroid TFs, Pax8 is a member of the
paired box-containing proteins and is expressed in
the thyroid and kidney, and in the central nervous
system during development [4]. It plays an essential
role in the differentiation of thyroid cells and,
according to the phenotype of Pax8 knockout mice,
it seems to be responsible for the formation of the
follicles of polarized epithelial thyroid cells [5]. Also,
the association between mutations of PAX8 and con-
genital hypothyroidism in humans underlines an im-
portant function of this transcription factor in
thyroid pathologies [6]. In order to better understand
its role in the maintenance of thyroid function, we
explored the transcriptional profile of Pax8-silenced
thyroid cells, and integrated these signals with global
cis-regulatory sequencing studies (chromatin immu-
noprecipitation followed by sequencing; ChIP-Seq).
The ChIP-Seq strategy allowed us to identify a large
number of novel in vivo Pax8 binding sites that were sig-
nificantly associated with CpG islands or high GC con-
tent sequences. Interestingly, immunoprecipitated peaks
were mainly located along intronic regions and grouped
in distal positions with respect to transcriptional start
sites. Consensus sequence screening of these areas sug-
gested Pax8 interaction with several core transcriptional
elements (motif ten element, Inr, and BRE), transcription
factors belonging to the AP1 family, and trans-elements
factors involved in high order chromatin structure
(CTCF) and remodeling (Sp1). Co-immunoprecipitation
and reporter assays demonstrated both physical binding
and transcriptional cooperation between CTCF/Sp1 and
Pax8. Combining sequencing and expression array data,
we ultimately provided insights into Pax8-transcriptional
networks in the differentiated thyroid that predict its in-
volvement in relevant biological processes and pathways.
Results
Genomic features associated with Pax8 binding sites
In order to identify the genome-wide binding patterns of
Pax8 in differentiated thyroid cells, we performed ChIP-
Seq in PCCl3 rat thyrocytes using IP and non-IP condi-
tions. Prior to massive sequencing, both conditions were
interrogated to verify Pax8 binding site enrichment by
means of semi-quantitative PCR (Additional file 1).Using this approach, we confirmed DNA immunopreci-
pitation of Pax8 binding regions in the rat Nis and Tpo
promoters (Additional file 1A), as previously described
[7-9]. Therefore, we considered both IP and non-IP con-
ditions as useful samples to further identify whole gen-
ome Pax8 binding sites by means of high throughput
sequencing technology. After sequencing analysis, we
obtained 11,613,355 and 12,125,758 raw reads for control
and IP conditions, respectively. Of these, 6,714,002
(57.8%) and 6,431,519 (53.0%) fulfilled the ≤2 mis-
matches quality filter.
To further localize regions of Pax8 enrichment, we
identified Pax8 peaks genome-wide. Peak detection ana-
lysis using MACS defined 13,151 Pax8-enriched regions
with an average length of 681 bp (Additional file 2). Vis-
ual inspection of the Pax8 binding sites and the profiling
data in a genome browser for well-known Pax8 targets
like Nis, Tpo, [7,9] and WT1 (Wilms' tumour gene 1)
[10], showed Pax8 binding sites close to the 5'-UTRs of
these genes as previously described. A detailed analysis
of Nis (Slc5a5, Na+/I− symporter), whose transcription
status is tightly regulated by Pax8 [7], showed a signifi-
cant Pax8 binding site overlapping with the Nis upstream
enhancer (Additional file 1B). These findings clearly vali-
dated ChIP-Seq as an efficient and powerful technique
for mapping Pax8 binding sites in PCCl3 cells.
Association of Pax8 enriched regions with anno-
tated genomic features indicated that Pax8 tends to
localize within intronic regions (82%); only a few
peaks revealed binding to coding (6%) or 5'-UTR
regulatory regions (2%) (Figure 1). In addition, Pax8
binding sites showed preferential binding to regions
located 10-100 kb upstream or downstream of the
closest transcription start site (Figure 1). We also
assessed the general sequence content of these peaks,
including CG content and dinucleotide frequencies.
We found a clearly increased correlation between
Pax8 binding sites and CpG islands (Figure 2A) and
CG simple repeat elements (Figure 2B) in compari-
son with other dinucleotide combinations throughout
the rat genome (Figure 2C and 2D). All these data
suggest preferential Pax8 interaction with “orphan”
CGIs, CG-rich intragenic elements not associated to
5'-UTR regions [11].
Pax8 immunoprecipitated regions delineate Pax8
consensus core sequence in vivo
We considered the most significant Pax8 peaks
(Additional file 3) to evaluate how efficiently ChIP
immunoprecipitated the Pax8-DNA binding se-
quence. Among the most significant consensus
motifs obtained using the MEME-chip and
TOMTOM in silico tools, we observed a significant
overrepresentation of Pax-related binding sites,
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subfamily (Pax2 and Pax5) (Figure 3). The Pax8
binding motif here defined encompasses motifs
obtained by individual-gene based approaches, such0
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http://www.biomedcentral.com/1471-2164/13/147subfamily (AAGCGTGAC) [14]. Of note, our study is the
first to describe the in vivo Pax8 binding sequence derived
from its DNA binding along the whole rat genome.
Immunoprecipitation data reveals interaction of Pax8 with
various TFs
To identify possible interactions between Pax8 and other
TFs, Genomatix suite screening was performed to identify
the most over-represented motifs in the Pax8 binding
regions identified by MACS [15]. Overrepresented consen-
sus motifs in Pax8 peaks, as well as fold change and z-score
values are shown in Table 1 and Additional file 4. These
analyses showed an overrepresentation of the Pax5 (V
$Pax5.1 z-score=87.59, overrepresentation: 2.86; V$Pax5.2
z-score=78.62, overrepresentation: 3.95) and Pax9consensus motifs (V$Pax9.1 z-score=73.71; overrepresenta-
tion: 3.63) with a modest association for Pax8 (V$Pax8.1 z-
score=5.46, overrepresentation: 1.07). These results may be
explained by the DNA binding similarities among members
of the same Pax subfamily (Pax2, Pax5, and Pax8).
In agreement with previous reports describing interac-
tions between members of the Pax family and AP1 factors
[16], we also observed enrichment of transcription factors
belonging to this latter family (V$NRF-1, nuclear respira-
tory factor-1; z-score=146.13, overrepresentation=5.02).
Intriguingly, several transcription factor matrices (V$CTCF,
V$ZF5 and V$SP1F) and general transcriptional regulatory
elements (O$BRE, O$INR-DPE, and Drosophila melanoga-
ster and Homo sapiens Motif ten elements (O$DMTE and
O$HMTE)) showed significant association with Pax8 IP
Table 1 Main DNA binding motifs overrepresented in Pax8-dependent peaks
TF Matrices Family information Matches in Input
(n)
Expected
(genome)
Overrep.
(genome)
Z-Score
(genome)
O$BRE.01 Transcription factor II B (TFIIB) recognition
element
924 88.75 10.41 88.61
O$HMTE.01 Human motif ten element 2481 350.02 7.09 113.88
O$XCPE1.01 X gene core promoter element 1 5454 1531.85 3.56 100.21
O$DMTE.01 Drosophila motif ten element 4415 1442.3 3.06 78.27
O$INR_DPE.01 Initiator (INR) and downstream promoter element
(DPE) with strictly maintained spacing
2460 1071.16 2.30 42.42
V$NRF1.01 Nuclear respiratory factor 1 6640 1323.52 5.02 146.13
V$SP1.02 GC-Box factors SP1/GC; Stimulating protein 1,
ubiquitous zinc finger transcription factor
5792 1090.23 5.31 142.39
V$SP1.03 GC-Box factors SP1/GC; Stimulating protein 1,
ubiquitous zinc finger transcription factor
4802 1129.17 5.14 139.05
V$ZF5.01 Zinc finger / POZ domain transcription factor 5543 1260.88 4.40 120.59
V$CTCF.01 CCCTC-binding factor 4729 1015.47 4.66 116.52
The Overrep. (genome) column represents the fold overrepresentation of these matrices in our IP peaks compared to their presence in the rat genome, and the Z-
Score (genome) column indicates association value between the DNA matrices and Pax8-immunoprecipitated DNA.
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http://www.biomedcentral.com/1471-2164/13/147peaks (Table 1). In order to rule out any nonspecific effect
of the Pax8 antibody on the recognition of these transcrip-
tion factors not related to Pax8, we compared their amino
acid sequences with the Pax8 protein by means of the
DNAStar alignment program. No significant similarities
were observed among the considered proteins, thus ruling
out any unspecific binding of the Pax8 antibody (data not
shown). As shown in their corresponding IP Genomatix
motifs (Figure 4), all these transcription factors preferen-
tially bind to regions with high GC content, which could be
related to the association of Pax8 to CpG islands and CG
repeats.10 155
From MatBase by Genomatix
V$NRF1.01
5
From MatBase by Genomatix
O$BRE.01
105
From MatBase by Genomatix
O$HMTE.01
V$CTCF.02
Figure 4 Core matrices obtained for different significantly overrepres
immunoprecipitated peaks. Matrices shown include both transcription fa
transcriptional core elements (O$HMTE.01 and O$BRE.01).To validate the interactions between Pax8 and the TFs
described before, we performed co-immuprecipitation
assays in PCCl3 cells using specific antibodies for Pax8,
Sp1 and CTCF. As shown in Figure 5A, both CTCF and
Sp1 coprecipitate with Pax8, confirming physical binding
among these transcription factors in vivo and suggesting
the existence of common transcriptionally regulated tar-
gets. Given that the Nis promoter region conferring
regulation by Pax8 (NIS upstream enhancer) overlapped
with potential sites for both transcription regulators
(data not shown), we performed transfection experi-
ments in HeLa cells using a reporter construct105
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Figure 5 CoIP assays demonstrating physical interaction of Pax8 with Sp1 and CTCF. A) Nuclear extracts from control or hCTCF-transfected
PCCl3 cells were obtained and immunoprecipitated (IP) with anti Pax8, anti-Sp1 or anti-CTCF antibodies. Immunoblotting was performed against
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independent experiments. * p-value< 0.005; **, p-value< 0.01.
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http://www.biomedcentral.com/1471-2164/13/147containing the Nis promoter [17]. As shown in Figure 5B,
Sp1 strikingly increased NIS transcriptional activity,
while cotransfection of Pax8 and Sp1 resulted in a syner-
gestic effect on promoter activation. On the other hand,
contransfection with CTCF induced a statistically signifi-
cant decrease in transcription (Figure 5B). These data
unequivocally demonstrate a functional cooperation be-
tween Pax8 and Sp1 and CTCF in transcriptional
regulation.Expression arrays analysis identifies a wide set of loci
regulated by Pax8
We used whole genome expression arrays to identify
Pax8-regulated genes by comparing expression profiles
of Pax8-silenced PCCl3 cells with both scrambled
siRNA-treated and wild type (wt) PCCl3 cells. This last
condition was included to consistently integrate both ex-
pression array signals and global cis-regulatory sequen-
cing studies into the same experimental conditions.Misinterpretation of expression data due to compensa-
tory effects via Pax8-related paralogues (Pax2 and Pax5)
is ruled out, given that both transcription factors are not
expressed in thyroid cells.
Regarding the comparison of siPax8-PCCl3 vs. wt
PCCl3, 3,035 and 3,354 probes were down and up-regu-
lated in the Pax8-silenced condition, respectively (Add-
itional file 5). A lower number of significant probes was
detected for siPax8-PCCl3 vs. siScramble-PCCl3 (797
and 777 probes were down and up-regulated in the
Pax8-silenced condition, respectively) (Additional file 5).
Statistically significantly differently expressed probes
(adjusted p-values <0.005) for both comparisons
included 633 down and 565 up-regulated targets (Add-
itional file 5), which represent a set of 849 loci.Pax8 is involved in controlling key cellular events
Gene lists were ranked based on t-statistics for gene set en-
richment analysis. The most significant GO terms and
Table 3 KEGG pathways associated to Pax8 silencing
Global class KEGG pathway Scr.
vs Pax8
adj p-value
Wt.
vs Pax8
adj p-value
Downreg.
probes
Phosph. I. Phosphatidylinositol
signaling system
1.28E-03 8.10E-05
Inositol phosphate
metab.
4.18E-02 9.88E-04
Aa metab. Glycine, serine and
threonine metab.
1.25E-04 2.42E-02
Selenoamino acid
metab.
1.61E-03 1.16E-02
Cysteine and
methionine metab.
7.21E-03 1.25E-03
Arginine and proline
metab.
1.06E-02 9.73E-07
Cell cycle Cell cycle 9.67E-05 9.73E-07
CAMs Cell adhesion
molecules
9.37E-03 5.39E-03
Immune
response
Antigen processing
and presentation
1.56E-05 2.86E-03
Autoimmune thyroid
disease
5.26E-04 2.76E-03
DNA/RNA
processes
Purine metab. 1.56E-05 9.52E-09
Base excision repair 5.85E-05 2.20E-03
Pyrimidine metab. 1.25E-04 5.86E-09
Nucleotide excision
repair
2.99E-04 3.22E-03
RNA degradation 9.95E-04 2.76E-03
Mismatch repair 1.22E-03 4.76E-05
Homologous
recombination
2.30E-02 7.50E-03
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http://www.biomedcentral.com/1471-2164/13/147adjusted p-values for both array comparisons are shown in
Table 2, and more detailed data, including genes belonging
to each significant category, are listed in Additional files 6, 7
and 8. In general, the FatiScan tool revealed significant asso-
ciation for biological processes related to immune response,
molecule transport, response to stimuli, cell motion/adhe-
sion, cell proliferation, and translational processes. In rela-
tion to this last term, ribosome-related GO classes were
also observed for other FatiScan categories: molecular pro-
cesses (structural constituent of ribosome; adjusted p-value:
4.43e-13), KEGG pathway (rno-03010; adjusted p-value:
8.7e-6), and cell component analysis (downregulation of
ribosomes and ribonucleoprotein-related genes; GO:
0005840 and 0030529; adjusted p-value: 1.9e-5) (data not
shown).
Single functional analysis
We additionally used the FatiGO in silico tool to ex-
tract Gene Ontology (GO) terms overrepresented in
our down- and up-regulated set of differentially
expressed genes. Considering down-regulated probes
for each comparison, we observed an enrichment in
biological processes related to a wide variety of
DNA, RNA, and protein processes (purine and pyr-
imidine metabolism, response to DNA damage, DNA
replication, nucleotide and base exchange repair, mis-
match repair and homologous recombination, RNA
degradation, and amino acid metabolism), cell re-
sponse to chemical and stress stimuli, immune re-
sponse, and p53 and insulin-related pathways
(phosphatidyl inositol system and metabolism)
(Additional file 9). Concerning GO terms enrichedDNA replication 2.88E-02 2.98E-06
Signaling
pathways
p53 signaling
pathway
7.24E-03 7.26E-07
Upreg.
probes
Cell processes Endocytosis 1.13E-10 4.66E-14
Lysosome 1.23E-06 1.55E-05
Cell
migration/
adhesion
Cell adhesion
molecules
2.43E-09 1.59E-06
Signaling
pathways
Cytosolic DNA-
sensing pathway
4.36E-04 5.70E-06
NOD-like receptor
signaling pathway
2.59E-03 9.17E-05
Toll-like receptor
signaling pathway
4.26E-06 3.52E-07
Chemokine signaling
pathway
1.91E-05 9.22E-06
MAPK signaling 7.52E-06 4.69E-07
Cancer Thyroid cancer 1.65E-02 1.23E-04
Prostate cancer 2.30E-05 4.74E-07
Endometrial cancer 8.49E-04 1.49E-05
Pancreatic cancer 1.34E-05 7.79E-06
Table 2 FatiScan gene set enrichment analysis
Gene Ontology term WT vs Pax8
adj p-value
Scramble vs Pax8
adj p-value
Translation (GO:0006412) 7.10E-12 1.91E-09
Response to external
stimulus (GO:0009605)
2.20E-05 2.02E-07
Response to
wounding (GO:0009611)
2.20E-05 6.87E-05
Cellular component
movement (GO:0006928)
4.97E-03 6.87E-05
Response to hormone
stimulus (GO:0009725)
2.86E-02 1.24E-04
Immune response (GO:0006955) 9.08E-11 1.42E-04
Cell adhesion (GO:0007155) 8.00E-03 6.95E-04
Response to steroid
hormone stimulus (GO:0048545)
2.39E-03 1.99E-03
Antigen processing
and presentation (GO:0019882)
2.00E-05 3.13E-03
Cell migration (GO:0016477) 3.16E-03 3.65E-03
Most significant Gene Ontology (GO) terms overrepresented in both
expression array comparisons. adj p-value: adjusted p-value.
Table 3 KEGG pathways associated to Pax8 silencing
(Continued)
Renal cell carcinoma 1.95E-03 9.22E-06
Colorectal cancer 1.16E-03 4.71E-05
Pathways in cancer 5.20E-06 2.07E-10
Immune
response
Viral myocarditis 2.49E-11 2.68E-08
Graft-versus-host
disease
1.53E-09 5.16E-07
Allograft rejection 9.99E-08 4.28E-06
Autoimmune thyroid
disease
2.53E-08 1.59E-06
Antigen processing
and presentation
1.13E-10 5.06E-13
Most significant KEGG pathways enriched among common downregulated
(n = 633) and upregulated (n = 565) probes for both expression array
comparisons. Downreg.: Downregulated; Upreg.: Upregulated; adj p-value:
adjusted p-value; Phosph.I:Phosphatidylinositol; Aa: Amino acid; metab.:
metabolism.
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the over-representation of genes involved in bio-
logical processes such as immune response, cell re-
sponse to stimuli, apoptosis and cell death, cell
motion/migration/adhesion, and regulation of cell
differentiation (Additional file 10).
Table 3 and Additional file 11 depict the most significant
and complete set of KEGG pathways overrepresented in
under and overexpressed target genes, respectively. KEGG
pathways significantly enriched in these Pax8-regulated
genes included vesicle-related terms (endocytosis,
rno004144; lysosomes, rno004142), DNA/RNA events, cell
cycle, cell-cell interactions (focal adhesions, adherens junc-
tions), cancer-related pathways (MAPK, JAK-STAT, p53,
ERBB, TGFβ, and VEGF), amino acid metabolism, and insu-
lin/inositol phosphate signalling events.Integrated data reveal a reduced percentage of genes
transcriptionally regulated through promoter sequences
To answer the question whether independent Pax8 binding
to the genomic regions has functional consequences849 loci
(1198 significant probes
with p-value<0.005)
54  gen
(78 prob
Figure 6 Venn diagram showing the number of significant loci obtain
combined analysis. 78 significant probes (29 and 49 up and down-regulat
<0.05 in the expression arrays and at least one immunoprecipitated peak wthrough changes in the expression level of target genes, the
ChIP-Seq data were integrated with the gene expression
profiling data. As shown in the Venn diagram (Figure 6), 78
differentially expressed probes (29 and 49 up and down-
regulated, respectively, in the siPax8 PCCl3 condition)
representing 54 loci were associated with genes showing a
significant peak around +/− 1 kb from a TSS. This number
of genes represents 6.4% (54 out of 849 genes) of the signifi-
cantly associated genes identified by expression arrays
(Additional file 5). This small overlap can be explained by
indirect effects of Pax8 or by the binding of Pax8 to “or-
phan” CGI regulatory elements, also sites of transcriptional
initiation but not related with TSSs or promoter regions
[11]. It is worth mentioning that we identified neighbouring
genes showing significantly altered expression according to
our expression data, which could be simultaneously regu-
lated by a unique Pax8 binding site; for example, the closely
positioned genes Padi1 and Padi3 (peptidyl arginine deimi-
nase, types I and III) on chromosome 5, andMlph (melano-
philin) and Rab17 on chromosome 9 (Additional file 12).Independent validation confirms significant findings
defined by ChIP-seq and expression arrays
We performed experimental validations using independ-
ent immunoprecipitated and siRNA silenced PCCl3 sam-
ples, as well as their corresponding controls. Among the
genes included for this validation were: Brca1 (breast
cancer 1), a well-known tumour suppressor gene
involved in the maintenance of genomic stability and
related to breast carcinoma development [18]; Cdh16
(cadherin 16, KSP-cadherin), a member of the cadherin
protein family acting as a morphogenic factor for tissue
development [19] and recently described to be regulated
by Pax8 [20,21]; Rab17 (a member of the RAS oncogene
family) and Myo5b (myosin VB), genes previously
described to be involved in epithelial vesicle trafficking
in highly polarized cells [22,23]; Dab2ip (DAB2 interact-
ing protein), a tumour and metastasis suppressor gene
which encodes a Ras GTPase-activating protein [24];
Dio1 (iodothyronine deiodinase, type I), an essential gene942 genes
(with a significant peak
+/- 1Kb from TSS)
es
es)
ed for each screening (expression arrays and ChIP-Seq) and for
ed, respectively, in the siPax8 PCCl3 condition) showed a p-value
ithin 1 kb of a TSS.
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oxidoreductase involved in thyroid hormone activation
by converting the prohormone T4 into bioactive 3,5,3'-
triiodothyronine (T3) [25] and Tmod1 (tropomodulin 1),
a gene encoding a protein which inhibits actin filament
elongation and that is consequently involved in cytoskel-
eton structure regulation and cell morphology [26]. As
shown in Figure 7A, after Pax8 chromatin immunopreci-
pitation followed by semiquantitative RT-PCR, we
observed an enrichment of IP regions for all the above-
mentioned validation targets in comparison with both
non-IP samples and input samples.16
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Figure 7 Experimental validation of ChIP-Seq. A) Normalized IP ratio (ar
peaks of 7 representative genes found in the present analysis. The NUE ele
sequence of the same Nis promoter (NIS-) was used as a negative control.
pannel) and 4 (lower pannel) genes differentially down- and upregulated in
(Scramble) cells, respectively. As a Pax8-dependent positive control, we evaIn addition, Pax8 silencing by means of transient trans-
fection of siRNA was significantly associated with
decreased expression levels of these potential targets
(Figure 7B, upper pannel), thus demonstrating a direct
transcriptional effect of Pax8 on these genes. mRNA ex-
pression validation was also done for several genes that
were upregulated in the absence of Pax8, including the
genes encoding: CCL2, a chemokine involved in thyroid
autoimmunity [27]; S100A4, a calcium-binding protein
which plays a role in angiogenesis, extracellular matrix
remodelling and tumor microenvironment, and reported
to be overexpressed in metastatic papillary thyroid. 3´UTR
DIO1 TMOD1B2IP
Non IP
NIS NIS-
Input
IP
DIO1 TMOD1B2IP
Scramble
NIS
Wild type
siRNAPax8
bitrary units) of corresponding DNA sequences belonging to significant
ment of rat Nis (NIS) was used as a positive control while an unspecific
B) Relative expression assessed by means of qRT-PCR of 7 (upper
Pax8-silenced PCCl3 cells (siRNA Pax8) vs. wild type (wt)/siScramble
luated Nis mRNA expression levels.
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a role in Na+ transport and differentiation in epithelial
cells, respectively [29,30] (Figure 7B, lower panel). In
silico analysis of significant IP peaks located along pro-
moter areas of these loci demonstrated Pax8 potential
binding sites in 3 out of 4 genes (data not shown). Glo-
bally, these findings underscore the efficiency and accur-
acy of ChIP-Seq and expression array technologies to
define a Pax8-dependent gene network, which allowed
us to identify biological functions of Pax8 in thyroid
cells.Discussion
Despite the known relevance of the transcription factor
Pax8 for adult thyrocyte physiology, few data have been
published concerning Pax8 target genes other than key
thyroid-related genes (Tg, Tpo, and Nis). The transcrip-
tional output of Pax8 during thyroid development is un-
known but essential, given that thyroid follicular
precursors are not formed in Pax8 null mouse embryos,
which ultimately impairs the formation of follicle struc-
tures and thyroid hormone biosynthesis [5].
With regard to its link to tumour development, Pax8
expression decreases or is lost in follicular thyroid car-
cinomas as well as in oncogene-transformed thyroid cells
[31]. Moreover, several well-known tumour suppressors,
including TP53 [32] and WT1 [33], have been defined as
Pax8 targets, and cytoplasmic Pax8 staining has been
positively associated with tumour size, metastasis, local
invasion, recurrence, or persistence in the thyroid [34].
Taking into account all these premises, and in order to
better understand the role of Pax8 in the maintenance of
thyroid function, we decided to explore the transcrip-
tional profile of Pax8-silenced thyroid PCCl3 cells, and
to integrate these signals with genome wide cis-regula-
tory studies. Thus, our experimental design combined
putative and novel Pax8 binding sites with analysis of ac-
tual target gene expression regulation, a strategy success-
fully used for identifying direct targets for other
transcription factors [35,36].
Our unbiased mapping of Pax8 binding sites along the
rat genome has identified a large number of DNA
sequences that are occupied in living thyrocytes. More-
over, this is the first study addressing in vivo genome-
wide mapping of Pax8-DNA binding sites, and the Pax8
consensus binding motif here defined encompasses
motifs described by previous reports focused either on
single gene regulation [7,12] or on Paired-box DNA
motif characterization [13,14]. The ChIPSeq approach
also led to significant immunoprecipitation of genomic
sequences containing CpG islands, as well as CpG dinu-
cleotides. Extensive literature has linked the location of
CpG islands and GC-enriched regions to transcriptionallypermissive chromatin [37,38], which could lend support to
a relevant role of Pax8 in the transcriptional output of the
thyrocyte. About half of all CpG islands self-evidently con-
tain TSSs, while the other half (known as “orphan” CpG
islands) are either within or between characterized tran-
scription units and have unknown significance [11,38]. Des-
pite a lack of association to annotated promoters, “orphan”
CpG islands have been associated to transcriptional initi-
ation and dynamic expression during development [39]. In
agreement with this, we found significant Pax8 binding to
orphan CpG islands in intronic regions and a preferential
binding to such islands 10–100 kb upstream or downstream
of a transcription start site. In fact, genomic studies indicate
that almost half of the human coding genes have alternative
promoters [40] and that transcription factor binding sites
(TFBSs) in classically defined promoter regions may repre-
sent a minority of genomic binding sites [41]. Moreover,
this latter report clearly demonstrated an association be-
tween TFBSs and the expression of non-coding RNAs,
which could be modulating the expression of the gene
encoded by the opposite strand. Less directly, a subset of
intergenic H3K4me3 peaks, many of which are likely to cor-
respond to orphan CpG islands, were found to represent
TSSs for long non-coding RNAs [42]. Our findings suggest
that Pax8 binds orphan CpG islands that could represent al-
ternative promoters of nearby annotated genes [43] or
ncRNAs that regulate gene expression.
Otherwise, Pax8-dependent ChIP-Seq data demonstrated
an enrichment of genomic regions with overrepresentation
of general transcriptional regulatory elements (Human
MTE and Drosophila MTE, Inr-DPE and BRE). MTE con-
stitutes a core promoter element (~20-30 nt downstream of
the TSS) associated with RNA polymerase II-mediated tran-
scription [44,45]. Furthermore, human orphan CpG islands
have been associated with RNA polymerase II binding sites
[39]. On the other hand, Inr-DPE and BRE elements repre-
sent functional binding sites for TFIIB and TFIID (tran-
scription initiation factor IIB and IID, respectively), which
are main components of the basal transcription machinery
[46]. Interestingly, Jin et al recently described synergistic
MTE-Inr-BRE transcriptional modules in more than 9,000
orthologous mouse and human genes [47]. Whereas func-
tional experiments should be performed to demonstrate an
interaction of Pax8 with these general core elements, our
data underscore the importance of synergistic interactions
between core promoter elements and tissue-specific TFs to
ultimately modulate gene expression.
Potential Pax8 partners in transcriptional regulation
2Apart from the classical view of TFs interacting with
promoter regions, TFs could activate gene expression by
interacting with common lineage-specific TFs and/or
binding to distal regions (enhancers). Synergistic effects
of Pax8 and AP1 proteins have been shown to occur in
Ruiz-Llorente et al. BMC Genomics 2012, 13:147 Page 11 of 17
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/13/147the regulation of Nis transcription through interaction
along the NUE element [7], and AP1 and PAX proteins
also interact to cooperate in the modulation of transcrip-
tion of other genes [16]. Accordingly, we observed an
overrepresentation of binding motifs related to NRF-1
(Nuclear respiratory factor-1), and several AP1 members
(c-FOS, BATF3, and c-JUN) were differentially expressed
in Pax8-deprived thyroid cells. However, no significant
findings were obtained for other transcription factors
described to act synergistically with Pax8, such as Nkx2-
1 and TAZ/WWTR1 proteins [48], indicating that this
cooperative transcriptional role could be restricted to
specific loci rather than representing a global transcrip-
tion phenomenon in thyroid cells.
Functional studies described in the present paper con-
firmed physical in vivo interactions between Pax8 and
CTCF or Sp1 in thyrocytes. These novel partners were fur-
ther demonstrated to modulate the effect of Pax8 on the
transcription of the NIS gene, thus confirming that these
interactions are functionally relevant. Evidence has been ac-
cumulating concerning the role of CTCF in the establish-
ment of intra-chromosomal loops which ultimately mediate
protein-protein contacts between distal complexes and the
general transcription machinery [49,50]. On the other hand,
Sp1 is a ubiquitously expressed transactivator, which physic-
ally interacts with several components of TFIIB and TFIID
(mentioned above as potential Pax8 interacting proteins)
and factors related to epigenetic events, such as histone
deacetylases and p300/CBP histone acetyltransferase [51].
Interestingly, several studies have described synergistic
interactions between Pax8 and p300 acetyltransferase for
enhancing the transcriptional activity of thyroid-related
genes [52,53]. Taking into account this complete transcrip-
tional scenario, our data describe potential interactions of
Pax8 with both common TFs and core elements, which
could cooperate in chromatin remodeling for transcrip-
tional regulation in thyroid cells.Identification of biological processes controlled by Pax8
in thyroid cells
Pax8 has been mainly associated to thyroid differentiation
and development through its transcriptional role in key thy-
roid-related genes [54,55]. At this regard, we observed a
downregulation of DIO1 after abolishing Pax8 (Additional
file 5), which potentially binds to a critical region for seleno-
cystein insertion in the DIO1 mRNA. Data were recently
provided indicating that TSH tightly regulates DIO1 expres-
sion in thyroid cells through Pax8-dependent DIO1 mRNA
stabilization (S.G. Leoni; unpublished observations). More-
over, gene expression profiling in normal versus malignant
thyroid tissues demonstrated a downregulation of DIO1
and DIO2 [56], which could be linked to Pax8 loss during
cancer progression.Intriguingly, Pax8 modulates the expression of several
genes involved in carcinogenesis and thyroid malignancies
(phosphatidyl-inositol/insulin and MAPK pathways) and
cell cycle processes (CDKN2B, CCNB1 and CCNB2, among
others) (Additional file 11). These findings are in accord-
ance with previous studies in which Pax8 expression was
abolished in the differentiated thyroid cell line FRTL5
[20,57]. Our data would also explain the biological mechan-
ism underlying the partial decrease in thyrocyte prolifera-
tion in response to both IGF-I and TSH (main regulators of
thyroid proliferation and differentiation) after both Nkx2.1
and Pax8mRNA silencing [57].
DNA-related biological processes involved a plethora
of functional categories (replication, repair and metabol-
ism), highlighting the novel finding of Brca1-dependence
on Pax8. In this regard, Shih et al described that BRCA1
and BRCA2 germline mutations were twice as common
in individuals developing a second non-ovarian carcin-
oma, with follicular thyroid carcinoma being one of the
most frequent secondary tumours [18]. This finding can
be of great relevance in the development of sporadic thy-
roid tumors, given that, as mentioned before, Pax8 ex-
pression is decreased or lost in thyroid tumours.
Recent reports have associated the transcription factors
Pax2 and Pax5 with increased capabilities for cell motility
and adhesion in human cancer [58,59]. In parallel with
these Pax-related functions, we observed significant expres-
sion changes of loci involved in cell motion/adhesion, not-
ably the Pax8 effect on NCAM1 (neural cell adhesion
molecule 1) transcription. NCAM1 and other components
of adherens junctions, such as cadherins, have been
described to be essential for maintaining cell polarity and
epithelial integrity [60]. Interestingly, Cadherin-16 (Cdh16/
Ksp-cadherin) was recently proposed to play a TSH-regu-
lated role in thyroid development [61], and its expression
and promoter activity is controlled by Pax8 [20,62]. We
have not only confirmed transcriptional regulation of
Cdh16 by PAX8, but also defined additional PAX8-
dependent genes that could be essential for thyroid cell po-
larity (MYO5b and Rab17, among others). In this regard,
germline mutations in MYO5b have been associated with
disruption of epithelial cell polarity in MVID (MIM251850)
[23]. This role is exerted via its involvement in vesicle traf-
ficking through direct interactions with Rab GTPase pro-
teins, such as RAB11a and RAB8a. Further functional
studies should be performed to evaluate potential Myo5b
interactions with RAB17, another Rab GTPase protein
involved in membrane trafficking and confirmed as a Pax8
target in the present study.
Conclusions
State-of-the-art cis-regulatory sequencing studies have been
combined with mRNA silencing and expression arrays to
further characterize the functional relevance of TF-
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tional output. In our study, we describe Pax8 as a master
regulator of key cellular processes for thyrocyte biology, in-
cluding cell cycle regulation, DNA repair, replication and
metabolism, and cell polarity, and define a large set of genes
whose expression is modulated by Pax8. However, only a
minor fraction (6.4%) of the Pax8 binding sites identified
are close to TSSs and correlate with altered mRNA expres-
sion, in agreement with studies carried out on other TFSs
(1-10%) [35,36]. This moderate percentage may be
explained by the Pax8 binding site distribution, where most
of the binding sites are related with orphan CGI regions. In
this regard, our study demonstrates Pax8 binding sites in
regions distal to TSSs, preferentially in intronic regions,
which highlights a potential role as a distal or alternative
transcriptional regulator, although this does not rule out in-
direct regulation. Distal regulation by Pax8 is supported by
the interaction with chromatin remodeling factors such as
CTCF and Sp1 described in the present study. Therefore,
these findings suggest a new function of Pax8 as a chroma-
tin remodeling factor in thyroid follicullar cells, which
should be validated and elucidated in future studies.
Methods
Cell culture and plasmids
PCCl3 cells are a continuous line of thyroid follicular
cells derived from Fischer rats that express the thyroid-
specific genes Tg, Tpo, and Nis, as well as the thyroid-
specific transcription factors Nkx2.1, Foxe1, and Pax8
[63]. They were grown in Coon’s modified Ham’s F-12
medium supplemented with 5% donor calf serum and a
six-hormone mixture [64]. For transfection assays, HeLa
cells were used and cultured as described [65].
The 2,854-bp DNA fragment of the rat Nis promoter
(pNIS-2.8) which contains the NUE region with two
Pax8 binding sites was cloned in our laboratory [17]. Full
length Pax8, Sp1, and CTCF were subcloned respectively
in pcDNA3.1+, pBS and pcDNA1 Neo, and have been
previously described [66-68].
Chromatin immunoprecipitation
ChIP samples were prepared from PCCl3 cells as follows:
cultures of 10 × 106 cells were cross-linked with 1% for-
maldehyde for 10 minutes at room temperature. Cross-
linking was stopped by the addition of glycine to a final
concentration of 125 mM, and cells were washed twice
with PBS. The cell pellet was resuspended consecutively
in ChIP lysis buffers [69] and sonicated for 90 minutes
(30 seconds high frequency pulsing followed by 30 sec-
onds resting) using the Bioruptor sonicator (Diagenode,
Denville, NJ) to produce chromatin fragments of 200–
500 bp on average. After isolating the sheared chromatin,
we incubated it with Pax8 antibody-coated magnetic
beads. To prepare these beads, 100 μl of magnetic sheepanti-rabbit IgG beads (Invitrogen, Carlsbad, CA) were
incubated overnight with 10 μg polyclonal anti-mouse
Pax8 antibody (Biopat, Milan, Italy), that recognizes also
rat Pax8 at 4°C. The following day, the beads were rinsed
and added to the sheared chromatin and incubated over-
night at 4°C. Samples were then rinsed five times with
RIPA buffer, and the antibody was stripped from the
beads by incubating in 1% SDS at 65°C for 15 minutes;
cross-linking was reversed by incubating overnight at
65°C. The next day, samples were sequentially treated
with RNAse A and Proteinase K, phenol-chloroform
extracted, ethanol precipitated in the presence of
20 μg glycogen, and resuspended in 50 μl 10 mM Tris
pH 8.0. Procedure controls included an input condi-
tion, obtained before DNA-protein complex sonication
and further used during ChIP-Seq assays as
normalization sample, and non-immunoprecipitated
DNA (non-IP DNA), which was obtained just prior to
Pax8 immunoprecipitation.
Before sequencing, Pax8-IP DNA (IP) was used to con-
firm enrichment of target DNA fragments (Additional file
13) by means of real time-PCR, using as positive IP controls
both the Nis upstream enhancer element (NUE) and Tpo
promoter sequences [7,9]. Negative controls of Pax8 bind-
ing to genomic DNA included promoter areas of Gad1
(glutamate decarboxylase 1) and Afm (afamin or alpha-albu-
min), and a region of the Nis locus that does not bind Pax8.
PCR reactions were assembled in triplicate with SYBR
Green ER qPCR Supermix (Invitrogen, Carlsbad, CA) and
run on an Applied Biosystem 7500 Real Time PCR system.
The enrichment of target sequences in ChIP material was
calculated relative to the Afm negative control, and normal-
ized to their relative amplification in non-IP DNA.
Illumina high-throughput sequencing
After verifying Pax8 target enrichment, IP and non-IP
DNAs were modified for sequencing following the ChIP-
Seq manufacturer’s protocol (Illumina, San Diego, CA).
Briefly, DNAs were blunted with a combination of T4
DNA polymerase, Klenow polymerase, and T4 PNK.
Then, a single 3′-end “A” base was added using Klenow
exo (3′-to-5′ exo minus). Adapters provided by Illumina
were ligated to the ends of the modified DNA before size
selection of 200-bp fragments via polyacrylamide gel
electrophoresis followed by extraction. The isolated
DNA samples were used as the template for amplifica-
tion by 18 cycles of PCR, and used for cluster generation
on the Illumina Genome Analyzer II. Amplified products
were column-purified with the QIAquick PCR Purifica-
tion Kit (Qiagen, Dusseldorf, Germany) and assayed for
quantity and quality with the Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
The 50 bp sequence reads were aligned to the rat
genome (rn4; NCBI build 4) using the MIRO pipeline
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allowing 2 mismatches, and aligned tags were con-
verted to BED format and used for identification of
binding sites. In order to visualize the data in the
University of California Santa Cruz genome browser
(http://genome.ucsc.edu), the sequence reads were
directionally extended to 300 bp, and for each base
pair in the genome the number of overlapping se-
quence reads was determined and averaged over a
10 bp window. All sequencing data can be down-
loaded from Gene Expression Omnibus (GEO) under
accession number GSE26938.
Peak finding and data analysis
MACS program (Model-based Analysis for ChIP-Seq,
v.1.4.1) was used with default parameters to determine
enriched Pax8 binding regions using non-IP DNA as
control. PeakAnalyzer software [70] was assessed to
identify functional elements proximal to the immunopre-
cipitated peaks using the annotation of the Ensembl re-
lease 63 [71] on the RGSC genome assembly v3.4.
The distance correlation analysis was done with the
GenomeInspector tool of the Genomatix suite (Genoma-
tix Software GmbH, Munich, Germany), within +/−10Kb
from the middle of the CpG islands and simple nucleo-
tide repeats. CpG islands and simple nucleotide repeat
coordinates were obtained from the UCSC Genome
Browser [72].
Motif search
We used two approaches for motif search in the
Pax8 binding sites defined by MACS. The first
method, based on MEME-ChIP [73] and focusing on
the central 100 bp portion of each sequence, was
used for the 500 peaks with the best FDR. The
TOMTOM program was used to compare known
transcriptional motifs with the motifs identified by
MEME-ChIP [74]. On the other hand, the RegionMi-
ner tool of the Genomatix suite (Genomatix Software
GmbH, Munich, Germany) identified the most over-
represented motifs, based on the background of
occurrences of the transcription factor binding sites
(TFBSs) within the whole sequence of the rat genome
(rn4; NCBI build 4); we compared these to the Pax8
binding regions identified by MACS. The motifs were
ranked by the Z-score/fold change to obtain the most
relevant sites [15].
Coimmunoprecipitation assays
Polyclonal antibodies (1 μg) were bound to Dyna-
beads (Invitrogen, Carlsbad, CA) and incubated with
200 μg of nuclear proteins extracted as described
[75] from PCCl3 thyroid cells. The incubation was
performed in 300ul of Immunoprecipitation (IP)buffer (20 mM HEPES pH 8, 10 mM KCl, 0,15 mM
EGTA, 0,15 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0.1% NP-40
with a cocktail of protease inhibitors (Roche, Man-
hein Germany)). After washing with IP buffer, pro-
teins were eluted in 20 μl of Laemmli sample buffer
and boiled for 10 minutes. The immunocomplexes
were analyzed by SDS-PAGE and then immuno-
blotted using anti-Pax8 (BioPat, Milan Italy) and anti-
Sp1 (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA)
antibodies. In the case of CTCF and prior to CoIP,
we transfected into PCCl3 cells an expression vector
containing the full-length human CTCF, as the anti-
body used (Upstate Biotechnology, Waltham, MASS)
recognized the human form more specifically.
Promoter activity assays
HeLa cells were transiently transfected using calcium
phosphate with 1 μg of pNIS-2.8 reporter alone or in
combination with 0.5 μg of expression vectors for
Pax8, Sp1 and CTCF as indicated in the text. The
Renilla luciferase-encoding pRL-CMV vector (50 ng)
was used to correct for transfection efficiency. Forty-
eight hours after transfection cells were harvested,
lysed, and analyzed for firefly and renilla luciferase ac-
tivities by the Dual-Luciferase reporter assay system
(Promega, Madison WI). Promoter activity was deter-
mined as the ratio between firefly and renilla lucifer-
ase and represented as relative luciferase activity. The
results were expressed as the mean ± SD of three in-
dependent experiments, each performed in triplicate.
Data were analyzed with GraphPad Prism (Intuitive
Software for Science, San Diego, CA). Statistical sig-
nificance was determined using an Anova one-way
test, and differences were considered significant at a
P< 0.05.
Expression arrays
The Pax8-dependent gene expression study was performed
in differentiated PCCl3 thyroid cells by means of expression
arrays (Agilent rat whole genome 44 K arrays). For this pur-
pose, we generated three different conditions to finally es-
tablish two main comparisons: wild type vs. Pax8-silenced
PCCl3 cells (siPax8 PCCl3), and scrambled siRNA-treated
(siScramble PCCl3) vs. Pax8-silenced PCCl3 cells. Given
that each comparison was performed using quadruplicates
and dye-swaps (Cy3 and Cy5 fluorochromes), our experi-
mental design included sixteen independent competitive
hybridizations (Additional file 14).
Transient transfections of PCCl3 cells were performed
using Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA),
both for scrambled and for Pax8 siRNA conditions
(10 ng siRNA /ml) (Dharmacon, Denver, USA). Pax8 si-
lencing was tested by means of western blotting using a
polyclonal Pax8 mouse antibody (Biopat, Milan, Italy) at
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(Additional file 15). Once the 48 hours condition was
defined as the best time point for Pax8 silencing, we per-
formed additional transfections to isolate total RNA
using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) for each
condition considered (siPax8, scrambled siRNA and
PCCl3 cells treated with lipofectamine) following the
manufacturer’s recommended protocol. RNA quality was
evaluated with the Agilent 2100 Bioanalyzer and later
amplified and labelled by using the Low RNA Input Lin-
ear Amplification Kit PLUS, Two-Color (Agilent Tech-
nologies, Palo Alto, CA). Briefly, for each sample 2 μg of
total input RNA were amplified in two rounds of amplifi-
cation following the manufacturer’s instructions. First
strand cDNA synthesis and amplification reactions were
carried out using random and T7 primers, respectively.
During the 2-hour in vitro transcription, Cy3- or Cy5-la-
beled CTP was incorporated into each amplified RNA
(cRNA). Products of the reaction were then purified
using RNAeasy mini spin columns (Qiagen, Dusseldorf,
Germany). Hybridization and slide and image processing
were carried out according to the manufacturer’s instruc-
tions (Two-Color Microarray-Based Gene Expression
Analysis protocol). In each experiment, 825 ng of con-
trasting cRNA samples were fragmented at 60°C for
30 min and hybridized at 65°C for 17 hr. The slides were
scanned at a 10 μm resolution using the Agilent
G2565BA Microarray Scanner (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA). Signal quantification was carried out
with Feature Extraction 9.1 software (Agilent Technolo-
gies, Palo Alto, CA), using default analysis parameters
for Agilent’s whole rat genome 44 K gene expression
arrays. Array data were normalized using loess and quan-
tile methods for normalization within and between
arrays, respectively. Differential expression analysis was
done using Bioconductor’s limma package. At a later
stage, we used the annotate package and the data base
rgug4131a.db to obtain the annotations of the rat gen-
ome from Agilent. Genes that showed adjusted p-values
<0.005 were considered differentially expressed both in
wild type vs. siPax8 cells and in siScramble PCCl3 vs.
siPax8 PCCl3 cells. Functional analysis of Gene Ontol-
ogy (GO) terms was carried out using the FatiGO tool
and gene set enrichment analysis was performed using
FatiScan [76,77]. All microarray data can be downloaded
from the Gene Expression Omnibus (GEO) under acces-
sion number GSE26938.
Experimental validation for ChIP-seq and expression array
data
Technical validations were performed by means of real-
time PCR to verify the Pax8-dependency of 7 loci, which
showed significant results for both expression profiling
and ChIP-Seq, independently of the peak location alongthe considered gene. After performing an independent
Pax8-chromatin IP, we obtained genomic DNA from IP,
non-IP, and input samples, which were further used to
amplify specific fragments contained in IP peaks (Add-
itional file 13). The immunoprecipitation ratio for IP
peaks was estimated comparing IP versus non-IP ampli-
fication values using as normalizing regions those men-
tioned above (Gad1 and Afm), which were confirmed as
negative controls by the ChIP-Seq results.
siRNA transfection was done to obtain cDNA for each
of the three conditions initially considered for expression
profiling (Pax8 siRNA, scrambled siRNA, and wild type
PCCl3 cells). Expression level changes were defined in 7
down-regulated genes and in 4 up-regulated genes by
means of real-time PCR for fragments specifically ampli-
fying transcripts of interest (Additional file 16), using
GAPDH as a control for target gene expression
normalization.
Additional files
Additional file 1: (A). Pax8 chromatin immunoprecipitation validation
performed to confirm enrichment of target DNA fragments by means of
real-time PCR. Sequences belonging to the Nis upstream enhancer element
(NUE) [7] and Tpo promoter sequences [9], previously described as Pax8
binding sites in rat thyroid cells, were used as positive controls. (B). ChIP-Seq
results with regard to the Nis locus were visualized in the UCSC genome
browser. Significant immunoprecipitated peak corresponding to MACS
program included the Nis upstream enhancer (NUE), previously described to
be regulated by Pax8 (underlined red letters).
Additional file 2: ChIP-Seq MACS data: Excel file containing genomic
coordinates of 13,151 rat genomic regions significantly immunoprecipitated
according to the MACS ChIP program.
Additional file 3: ChIP seq peaks used for MEME/TOMTOM consensus
motif analysis: Genomic coordinates of the 500 most significant ChIP peaks
used to verify Pax8-dependent immunoprecipitation and to delineate the
consensus Pax8 DNA binding site.
Additional file 4: DNA binding motifs overrepresented in Pax8 IP
peaks. Genomatix matrices significantly associated to Pax8 MACS peaks.
Overrepresentation (genome) column represents overrepresentation values of
these matrices in our IP peaks compared to their presence along the rat
genome, and Z-Score (genome) column indicates association value of Pax8-
immunoprecipitated DNA for each considered DNA matrix.
Additional file 5: Expression data of wt and scrambled conditions vs.
siPax8 conditions and association with ChIP-Seq data. Common probes
(+/− 1kb) Excel sheet includes expression data for the 78 probes common
to both expression comparisons (wt and siScramble conditions vs. siPax8;
p<0.005) and belonging to genes showing a significant IP peak within 1kb
of a TSS. Additional Excel sheets include significant probes for each array
comparison.
Additional file 6: FatiScan gene set enrichment analysis. Excel file
containing Gene Ontology (GO) terms commonly overrepresented in both
expression array comparisons (datasheet “Common GO terms") and their
adjusted p-values. This file also contains datasheets showing GO terms
statistically significant for each individual comparison (WT or SCR sign GO
biol. process).
Additional file 7: FatiScan gene set enrichment analysis for scrambled
and wild type conditions vs. siPax8 conditions. FatiScan image showing
enriched GO terms in siScramble vs. siRNAPax8 and wt vs. siRNAPax8
comparisons, respectively.
Additional file 8: FatiScan gene set enrichment analysis for scrambled
and wild type conditions vs. siPax8 conditions. FatiScan image showing
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comparisons, respectively.
Additional file 9: Significant biological processes among
underexpressed probes. FatiGO images showing overrepresented
biological processes among common downregulated (n=633) probes for
both expression array comparisons.
Additional file 10: Significant biological processes among
overexpressed probes. FatiGO images showing overrepresented
biological processes among common upregulated (n=565) probes for
both expression array comparisons.
Additional file 11: Overrepresented KEGG pathways among under-
and overexpressed probes. KEGG pathways enriched among common
downregulated (n=633) and upregulated (n=565) probes for both
expression array comparisons.
Additional file 12: UCSC genome browser images showing significant
Pax8 IP peaks for closely positioned loci which were detected to be
significantly deregulated in expression arrays (p<0.005).
Additional file 13: Oligonucleotides used for immunoprecipitation
validation prior to performing high throughput sequencing (including
positive and negative Pax8 immunoprecipitation controls), or for
experimental validation of ChIP-Seq
Additional file 14: Schematic representation of experimental design
followed for whole genome rat expression arrays. Both comparisons
(PCCl3-siPax8 vs. PCCl3-wt and PCCl3-siPax8 vs. PCCl3-siScramble)
included four different biological replicates that were cross-labelled with
either Cy3 or Cy5.
Additional file 15: Immunoblot demonstrating Pax8 downregulation in
siPax8 conditions (siPax8) versus control conditions, including the no
transfection condition (wt) and siScramble PCCl3-transfected cells
(siScramble). Time points include 24 and 48 hours.
Additional file 16: Oligonucleotides used for experimental validation of
expression arrays.
Abbreviations
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